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RESUMO

Nascimento ACS. Infeccdo pelo Papilomavirus humano em pacientes com ou
sem protese total. Campo Grande; 2018. [Tese de Doutorado - Programa de Pés-
Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste da Universidade
Federal de Mato Grosso Sul].

A infeccdo por Papilomavirus humano (HPV) embora possa ser considerada
sexualmente transmissivel, é multifatorial. Comportamentos de risco, tais como,
elevado numero de parceiros, bem como o uso de tabaco e &lcool, e no caso da
mucosa oral o uso de prétese dentaria podem contribuir, facilitando a infeccéo.
Pretendeu-se com esse trabalho determinar a prevaléncia DNA de HPV, os tipos
virais mais prevalentes e 0 risco oncogénico, em pacientes com ou sem protese
dentaria total, associando a comportamentos de riscos. O DNA de HPV foi detectado
em 27,04% (33/122) do total de pacientes envolvidos no estudo, considerando
pacientes com e sem protese dentaria total. Dos 122 pacientes envolvidos no estudo
37,70% (46/122) eram do género masculino e 62,29% (76/122) do género
feminino.Entre as amostras obtidas de pacientes que faziam uso de protese total
dentéaria 43,59% (17/39) oram positivas para DNA de HPV, enquanto que no grupo
gue nao faziam uso de proétese total dentaria a positividade para HPV foi de 19,27%
(16/83; p=0,025). Os tipos virais mais frequentes detectados, foram os HPVG6, e 11
de baixo risco oncogénico (LR) e os HPV16, 31 e 45 de alto risco oncogénico
(HR).Verificou-se que o uso de protese dentaria e sexo oral foram comportamentos
de associados a presenca do DNA de HPV na mucosa oral normal, sendo que os
pacientes que faziam uso de prétese total apresentaram 2,1 vezes mais chances de
serem positivos para DNA de HPV.

Palavras chaves:HPV.Saude bucal. Genotipagem. Risco da infec¢do. NestedPCR.



ABSTRACT

Nascimento ACS.Human papillomavirus infection in patients with or without
total prosthesis.Campo Grande; 2018. [Doctorate thesis - Graduate Program in
Health and Development in the Midwest Region of the Federal University of Mato
Grosso do Sul].

Human papillomavirus (HPV) infection, although it may be considered to be virtually
transmissible, is multifactorial. Risk behaviors, such as high number of partners, as
well as the use of tobacco and alcohol, and in the case of oral mucosa the use of
dental prostheses can contribute, facilitating infection. The objective of this study was
to determine the prevalence of HPV DNA, the most prevalent viral types and the
oncogenic risk in patients with or without total dentures, associating risk behaviors.
HPV DNA was detected in 27.04% (33 / 122) of the total patients involved in the
study, considering patients with and without total dental prosthesis. Of the 122
patients enrolled in the study, 37.70% (46/122) were of the genomes and 62.22%
(76/122) genotype. Among the samples obtained from patients who used total
denture prosthesis 43.59% (17/39 ) were positive for HPV DNA, whereas in the
group that did not use a total dental prosthesis the HPV positivity was 19.27% (16/83,
p = 0.025). The most frequent viral types detected were HPV6, and 11 of low
oncogenic risk (LR) and HPV16, 31 and 45 of high oncogenic risk (HR). It was
verified that the use of dental prostheses and oral sex were behaviors of associated
with the presence of HPV DNA in the normal oral mucosa, and patients who used a
full prosthesis were 2.1 times more likely to be positive for HPV DNA.

Keywords: HPV. Oral health.Genotyping.Risk of infection.Nested PCR.
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1INTRODUCAO

A infeccdo por Papilomavirus humano (HPV)tem elevada prevaléncia mundial,
com crescente aumento de casos de infeccdo por esse virus entre homens e
mulheres (GILLISON et al., 2012; YAKIN et al., 2017). Dados na literatura relatam
gue 80% das mulheres sexualmente ativas serdo infectadas por um ou mais tipos de
HPV em algum momento de suas vidas e 50% da populacdo masculina mundial esta
infectada pelo HPV (INCA- 2018).

Embora possa ser considerada sexualmente transmissivel, a infeccdo por
HPV é multifatorial (VIDOTTI, 2012). Alguns habitos sécio-comportamentais, tais
como elevado numero de parceiros sexuais, tabagismo, etilismo e exposicdo da
mucosa oral a frequentes traumas, como os ocasionados pelo uso de protese total
dentaria, podem facilitar a infec¢do pelo HPV (BUI et al., 2013; CHEN et al., 2016;
GILLISON et al., 2000; MIGALDI et al., 2012;PERRY et al., 2015).

O Papilomavirus humano pode ser encontrado em varios sitios anatémicos,
como trato anogenital, pele, laringe, conjuntiva, mucosa traqueobronquica, eséfago e
cavidade oral ocasionando desde lesdes benignas, tais como verrugas epiteliais, até
neoplasias malignas (VIDOTTI, 2012; INCA, 2012; KREIMER et al.,2010; KHODE et
al., 2014).

Autores positivamente descrevem a possivel ligacdo entre a presenca do HPV
e 0 cancer da cavidade oral, uma vez que o epitélio deste sitio anatbmico € uma
membrana mucosa com propensao para o desenvolvimento neoplasico, sendo
exposto a varios carcind6genos nutricionais e ambientais, determinantes de lesbes
decorrentes de efeitos da infeccéao viral e mutagénese quimica (Sacramento et al.
2006)

O Papilomavirus humano possui consideravel tropismo pelo tecido epitelial,
em particular o género alfa Papilomavirus, e a infec¢@o ocorrepela presencga demicro
traumas e exposicdo da camada de células basais tornando-as susceptiveis a
infeccéo viral (GILLISON et al., 2000 RAPAPORT, 2005).

As formas de transmissao do virus, considerando a cavidade oral ainda néo

estdo completamente elucidadas; algumas teorias apontam para importancia da
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transmissao vertical, da auto inoculagdo, do uso comum de féGmites e do sexo oral
(RIVERO; NUNES, 20086).

Além dos habitos socio-comportamentais anteriormente citados, alguns fatores
secundarios, como a higiene bucal precaria, exposicdo excessiva a luz solar,
traumatismos provocados por dentes lacerados, pontiagudos e protesesmal
adaptadaspodem facilitar a infeccéo da cavidade oral pelo HPV (ANDERSON et al.,
2003; BOUDA et al., 2000; SEROLI, RAPOPORT, 2009; Silva et al.,2011; KIM,
2016; RIBEIRO et al., 2017).

Devido a importancia dessa infeccéo, este estudo objetivou determinar em
pacientes que utilizam ou ndo prétese dentéria total a presenca do DNA de HPV, os
tipos virais mais frequentes e a associacdo entre o0s habitos soOcios -

comportamentaisrelatados pelos participantes do estudo.



2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Papilomavirushumano (HPV)

Segundo de Villers (2004),0s Papilomavirus humano(HPV) s&o virus ubiquos,
de DNA circular de fita dupla, ndo envelopados, com cerca de 8000 pares de bases
e medindo 55nm de diametro. Sao virus epiteliotropicos, e naqueles epitélios

estratificados, tais como o oral, a proliferacdo ocorre apenas na camada basal.

O genoma do HPV (Figura 1) pode ser dividido em trés regides: uma regiao
longa de controle (LCR) e as regides precoces (E) e tardias (L). A regido E
compreende cerca de 45% do genoma viral e subdivide-se em regido E1, E2, E4,
E5, E6 e E7, expressas logo apds a infeccdo e codificam principalmente proteinas
relacionadas a conservacao do genoma, replicacdo do DNA e ativacao do ciclo litico.
A regido L subdivide-se em duas(L1 e L2), representando aproximadamente 40% do
genoma, sendo expressa em estagios posteriores da infeccédo e codificam proteinas
estruturais relacionadas ao capsideo viral (ZURHAUSEN, 1996; TERAI; TAKAGI,
2001; SCULLY, 2002).

Figura 1- Genoma do HPV16 . HPV: Papilomavirus humano; LCR - regido longa de
controle; E1-E7: genes da regido precoce; L1-L2- genes da regido tardia
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Fonte: Rautava, Syrjanen, 2011.




18

De acordo com Ferraro et al. (2011), no ndcleo da célula hospedeira, 0 DNA
do HPV, pode assumir duas formas de acordo com o padrdo de infeccdo: a
epissomal (laténcia e produtiva) e a integrada (transformante). Na forma epissomal,
o DNA viral permanece circular no nucleo da célula do hospedeiro, e essa forma é
identificada em lesdes benignas. Para que ocorra a integracdo do DNA do HPV ao
genoma humano é necessario o rompimento da regido E1-E2, com desregulacdo do
controle transcricional dos genes virais. Apés a entrada na célula hospedeira, 0s
genes E1 e E2 sdo expressos primeiro e codificam proteinas necessarias para a

replicacédo do DNA viral.

O HPV tem a sua replicacdo associada a diferenciacdo epitelial e tem um
forte tropismo pelo epitélio da mucosa, podendo ser adquirido por transmisséo
sexual. O HPV pode infectar células da camada basal do epitélio desde que exista
solucdo de continuidade da superficie, ou seja, a infeccdo pelo Papilomavirus ocorre
através de micro traumas no epitélio, fazendo com que as células basais sejam

expostas e fiqguem susceptiveis a entrada do virus (RAPAPORT, 2005).

Sob o ponto de vista clinico, apés a infec¢do da pele e/ou da mucosa pelo
HPV, trés situacBes sao possiveis: laténcia, lesdo subclinica e doenca clinica. O
estado latente ocorre quando ha deteccdo do DNA do HPV, mas nenhuma leséo é
identificavel; o estado subclinico ocorre quando ha deteccdo do DNA do HPV e as
lesbes sdo detectadas apenas por métodos que utilizem aumento de imagem
(colposcopia e microscopia Optica); e a doenca clinica apresenta-se com diferentes
graus de expressao e comprometimento organico. O desenvolvimento de lesdes,
clinicas ou subclinicas, benignas ou malignas, esta relacionado com uma complexa
interacdo entre o HPV e o hospedeiro, em que minimamente ocorre o predominio de
uma infeccdo produtiva ou de uma infeccdo transformadora, com potencial
oncogénico (FERRARO et al., 2011; GALLO, 2012).

Até o momento, mais de 200 gendtipos virais diferentes foram identificados
(VIDOTTI, 2012; INCA, 2012), sendo classificados de acordo com o risco
oncogénico, em alto risco oncogénico (HR) representado principalmente pelos
HPV16 e 18; e baixo risco oncogénico (LR), pelos tipos HPV6 e 11 (Fig. 2).

A maioria das infecgdes por esse virus é produto de auto inoculacado, ou seja
o transporte de virus de um sitio genital ou oral para outro.Em virtudedo estimulo

proliferativo nestas células epiteliais, o HPV pode induzir lesGes hiperplasicas,
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verrucosas e papilomatosas no epitélio pavimentoso estratificado da pele e
mucosas, inclusive ha mucosa oral. Podemos ter apds a infeccdo o DNA do HPV na
forma epissomal, ndo-integrada ao genoma da célula, mais comum em lesdes
benignas e pré-invasivas, ou integrado ao genoma da célula, mais comumente visto
em casos de neoplasia maligna (SUGERMAN et al., 1997, SUMMERGILL et al.,
2001; TERAI; TAKAGI, 2001).

Figura 2- Arvore filogenética contendo 118 tipos de Papilomavirus
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Fonte: de Villiers et. al.,2004

Vidotti e colaboradores (2012) relataram que o tipo de HPV mais prevalente,
tanto em lesdes orais como em lesdes genitais € o HPV16. Foram identificados em
lesdes orais mais de 30 tipos de HPV destacando-se os tipos HPV1, 2, 3, 4, 6, 7, 10,
11, 13, 16, 18, 20, 28, 30, 31, 32, 33, 35, 38,40, 45, 52, 54, 55, 57, 58, 59, 68, 69, 72
e 73, 77 e 85 (INCA, 2012). Dentre estes, sete tipos (HPV6,11,16,18,31,33,e35)
também tém sido isolados na mucosa oral (CORRENTI et al., 2004; BARNES, 2005;
IARC, 2007, MACHADO, 2013).
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2.2 Transmissao para cavidade oral

Além da infeccéo cervical, o HPV também pode acometer a mucosa oral. Os
locais mais frequentemente acometidos na cavidade oral séo: labios, palato, lingua,
gengiva, Gvula, tonsilas e assoalho da boca. O assoalho da boca € um local com
muita saliva, onde agentes cancerigenos, como o fumo e o alcool ai dissolvidos,
favorecem a acdo deletéria viral, predispondo a infeccdo viral pelo HPV (TERAI et
al., 1999; MARONE; GUSMAO, 2000). Foi demonstrado que a mucosa oral normal
pode atuar como reservatorio de HPV (KELLOKOSKI et al., 1992).

O modo de transmissao oral ainda ndo se encontra totalmente esclarecido.
Estes virus podem ser adquiridos durante o parto, a partir de infec¢des cervicais da
mae através da transmissdo vertical e estabelecer assim, infec¢cbes subclinicas
latentes. Na maioria dos casos, a transmisséo é horizontal, ou seja, ocorre por via
sexual (relagcdes sexuais e sexo oral) ou através de fomites (roupa, lencois, toalhas,
objetos e instrumentos). Embora ndo se saiba por quanto tempo o virus resista fora
do organismo, considera-se que a transmissao por fomites seja viavel por um curto
periodo de tempo (GALO, 2012).

A contaminacdo da mucosa oral admite-se que possa ocorrer durante o parto
vaginal (FREDERICKS et al., 1993), ou por meio da auto-inoculacdo ou ainda
pratica de sexo oral (GIRALDO et al., 1996; ZURHAUSEN, 1996 ).

A pratica do beijo na boca pode ser apontada como fator responsavel para a
aquisicdo do HPV, onde estudos demonstram que frequéncia e a rotatividade de
parceiros aumentam de forma significativa o risco de infec¢cdo. Dessa forma, o beijo
pode ser considerado como fator de risco independente para a aquisicdo viral
(KASHIMA et al., 1992; GIRALDO et al., 1996; CHAPPUIS et al., 1998; CANADASet
al., 2004; GIRALDO et al., 2006; KREIMER,2009; SANCHEZ-VARGAS et al., 2010).

D’Souza et al. (2014) pesquisaram apresenca do HPV em pacientes com
mucosa oral normal e avaliaram o0s possiveis fatores de risco associados. Como
resultado, encontraram o tabagismo, sexo oral e beijo com a boca aberta, este
altimo foi indicado como forma de transmissao pelos autores, poisfoi observada
presenca de DNA-HPV na cavidade oral de pessoas que naotinham iniciado

atividade sexual.
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Por outro lado, h& possibilidade de a saliva ter um papel protetor contra a
infeccdo devido a presengca de agentes antimicrobianos como as lisozimas,
lactoferrina, IgA e citocinas( KELLOKOSKI et al., 1992; MILETIC et al., 1996 ).

2.3 Mecanismos de infeccao

Evidéncias epidemiolbgicas e moleculares acumulam-se nas ultimas décadas,
demonstrando a capacidade do HPV em provocar um subconjunto de lesdes tanto
na regidao da cabeca quanto no pescog¢o (GILLISON et al., 2000; D’SOUZA et al.,
2007).

O grau de malignidade é um importante fator de progressdo da infeccdo. A
infeccdo pelo virus pode ser latente ou levar a lesGes clinicamente diagnosticaveis
(CAVALCANTI; CARESTIATO, 2006). Se a infeccdo € por virus de baixo risco
oncogénico, ela ou produzird neoplasia benigna (verrugas ou condilomas) ou sera
eliminada, dependendo de fatores de risco e do sistema imune. Se a infeccdo € por
um tipo viral de risco intermediario ou virus de alto risco oncogénico e o sistema
imune do paciente é competente, a infeccdo provavelmente sera eliminada
(SEDLACEK, 1999). Na maioria dos casos, as lesbes tém crescimento limitado e
habitualmente regridem espontaneamente, ndo evoluindo assim, para manifestacao

clinica, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2012).

Sabe-se, no entanto, que fatores como alteracdes pertinentes ao ciclo celular,
o tipo de virus, o estado imunolégico do hospedeiro e talvez a predisposicao
genética, podem levar a transformacdo de maligna (OKADA et al., 2000; PEREYRA;
TACLA, 2000; CARVALHO, 2004). Aproximadamente 70% das infec¢gOes pelo HPV
sao eliminadas espontaneamente em 1 ano e mais de 90% em 2 anos, e estas sao
consideradas infec¢des transitérias, enquanto a permanéncia do virus por mais de 2
anos é considerada infeccdo persistente e esta associada ao desenvolvimento do
cancer (CAVALCANTI; CARESTIATO, 2006).

Os marcadores de atividade sexual, nomeadamente o nimero de parceiros
sexuais recentes/vida e a idade da primeira relacdo sexual, tém sido
consistentemente relatados como sendo um dos fatores de risco mais importantes

na infeccdo por HPV. A idade da primeira relacdo sexual aumenta o risco de
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infeccdo na medida em que o inicio precoce da atividade sexual est4 associado a
um maior nimero de parceiros sexuais. O comportamento sexual € um importante
fator associado a infeccdo por HPV, sendo o numero multiplo de parceiros um

grande fator de risco para infeccBes multiplas e persistentes (FARIDI et al., 2011).

Independentemente dos marcadores de atividade sexual, uma série de outros
fatores tém sido associados a infeccdo por HPV, nomeadamente: status
socioeconbmico, tabagismo, infeccbes por HPV pré-existente, outras doencas
sexualmente transmissiveis (DST), tais como a infec¢do por Clamidia, e pelo virus

herpes simplex entre outras (TROTTIER, 2006; TOTAet al., 2011).

Embora os fatores de risco mais estudadosno desenvolvimento do cancer da
cavidade oral sejam o uso de tabaco e o consumo excessivo de alcool, o HPV pode
desempenhar um papel significativo no desenvolvimento de lesdes orais (GILLISON
et al.,2000). Além disso, sabe-se que o tabagismo e a infeccdo por HIV estdo
associados com o0 aumento significativo da prevaléncia de HPV oral. Tal fato sugere
gue a imunossupressao relacionada a estes dois fatores tem impacto na historia
natural da infeccdo por HPV na cavidade oral, ou seja, pode facilitar a persisténcia

da infecgao pelo mesmo tipo viral (D’'SOUZA, 2011).

2.4Testes moleculares para identificagdo do HPV

A deteccédo do HPV por ferramentas da biologia molecular € o padréo ouro na
identificacdo do virus em amostras de tecidos e de células esfoliadas e pode ser
realizada por diversas técnicas, com diferentes sensibilidades e especificidades
(GRAVITT et al., 2000; ZARAVINOS et al., 2009). As estratégias podem ter como
alvo o DNA ou RNA do HPV, oncoproteinas virais, proteinas celulares ou anticorpos
especificos (WESTRA, 2014).

Os estudos para deteccao da presenca do HPV em mucosa oral normal sao
controversos; alguns observaram auséncia ou baixa prevaléncia do virus, enquanto
outros revelam que este virus parece infectar persistente ou frequentemente a boca,
inclusive em criangas e adolescentes, funcionando como um reservatoério para novas
infeccbes virais e/ou fonte de lesGes recorrentes.Quando ndo ha manifestacoes

clinicas, apenas os testes moleculares séo capazes de identificar o DNA do HPV, e
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assim confirmar a existéncia da infeccao(BOUDA et al., 2000; GIOVANNELLI et al.,
2002; SUGIYAMA et al., 2003; ZHANG et al., 2004)

As lesbes presentes em cavidade oral geradas pela infec¢do viral possuem
caracteristicas clinicas bastante semelhantes, sendo necessaria a realizacdo de

analise histopatoldgica para confirmacédo diagndstica (BOUDA et al., 2000).

O diagnéstico da infec¢do por HPV na mucosa bucal € feito através do exame
clinico, citologia esfoliativa, anatomopatolégico e técnicas de hibridizacdo que séo
considerados de baixa sensibilidade (BERNARD et al.,, 1994; GRAVITT et al.,
2000;KADO et al., 2001; HUBBARD, 2003; SANTIAGO et al., 2006; LLAMAS-
MARTINEZ, 2008; NOBRE et al., 2008; NOBRE et al., 2010).J4 as anélises de
moderada sensibilidade incluem southernblot, dotblot e hidridizagcdesdot reversas
(MONTENEGRO et al., 2014).0s de alta sensibilidade, por sua vez, séao
representados pela Reacgéo de Polimerase em Cadeia (PCR), dentre outros exames
com a utilizacéo de iniciadores degenerados ou consensus (CASTRO; BUSSOLOTI,
2006; LETO et al., 2011; MONTENEGRO et al., 2014).

A PCR é uma reacdo na qual uma sequéncia de DNA alvo é amplificada
exponencialmente durante ciclos repetitivos, produzindo milhdes de coépias desta
sequéncia (VENUTI; PAOLINI, 2012). Os ciclos da PCR sao compostos por etapas
de diferentes temperaturas a fim de realizar a desnaturacéo, pareamento e extensao
do DNA marcado utilizando-se uma DNA polimerase termoestavel (SNIJDERS et al.,
2010). Essas trés etapas contemplam a desnaturacdo que resulta na separacdo da
fita dupla do DNA que vai ser amplificado, o anelamento do primer (fragmento
iniciador) ao DNA a ser amplificado, e a extenséo deste, sendo que esses processos

vao ser dependentes da alternancia de temperaturas a cada ciclo (GALO, 2012).

A PCR trata-se de um método de alta sensibilidade, amplamente divulgado e
de baixo custo para a deteccdo do HPV. Teoricamente, esta técnica é capaz de
detectar tdo pouco quanto apenas uma copia da sequéncia de DNA viral e pode ser
utilizada para uma ampla variedade de amostras, como células esfoliadas, tecidos
frescos, congelados e FFEP (fixado em formalina e embebido em parafina)(VENUTI,
PAOLINI, 2012; WESTRA, 2014). A partir da amplificacdo do DNA, outros métodos

para identificacdo dos tipos virais podem ser empregados (ALBA et al., 2009).
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Pereira et al. (2007)relataram que o método da PCR tem sido considerado a
técnica mais apropriada para detecgdo do DNA viral, pois € o mais sensivel e capaz
de amplificar exponencialmente o genoma viral e também permite a identificacéo

precisados tipos de HPV.

Embora a PCR seja o método mais sensivel para deteccdo da infeccéo,
podemos ter resultados variados em diferentes estudos, por exemplo, com indices
de prevaléncia variando de 0 a 100%. Essa diferenca pode ser devida
principalmente a dois fatores: primeiras diferencas inerentes as populagées alvo
estudadas e segundo, a escolha dos iniciadores utilizados para amplificacao
(CANADAS et al.,2004; ELASBALI et al., 2012). Além de fatores inerentes aos
métodos, a variacdo na deteccdo do HPV pode ser ocasionada pelos diferentes
meétodos de coleta de amostra para estudo, pela quantidade de material genédmico
obtido durante a extracao, localizacao das lesdes a ser investigadas, abrangéncia do
painel de tipos de HPV pesquisados e por fatores associados ao grupo de pacientes
envolvidos no estudo (SYRJANENEet al., 2011).

Carvalho et al. (2010) observaram que existem algumas limitacbes na
utilizacdo do método da PCR, particularmente no que diz respeito a sensibilidade
para deteccéo entre os distintos tipos de HPV, como HPV30, 42, 43, 51, 59, 67, 74,
92 e 91.

Existem duas formas fundamentais para a deteccdo do HPV pela PCR. A mais
frequentemente utilizada amplifica de uma regido comum a multiplos tipos com a
utilizacdo de iniciadores chamados “consensus” e que tem como alvo uma
sequéncia altamente conservada do genoma. A PCR especifica € baseada no
desenho de iniciadores especificos para cada tipo, subtipo ou variante viral do HPV,
com especificidade proxima a 100% (ALBA et al., 2009).Além disso, a determinagéo
dos tipos virais, utilizando a PCR tipo especifico, deve ser baseada em estudos de
prevaléncia epidemioldgica, uma vez que existe uma grande variacdo de genotipos
circulantes nas diferentes regides geogréficas e isso deve ser levado em
consideracao no desenho do estudo(MACHADO, 2013).

Pode ser utilizada ainda, a nested PCR, que consiste em uma PCR de duas
etapas, sendo que a segunda reacao € utilizada como molde o produto de uma PCR
convencional, e iniciadores que tem como alvo uma sequéncia interna a primeira

sequéncia de DNA amplificada. Esta técnica é particularmente atil para
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determinacdo em amostras com baixa carga viral ou com pequena quantidade de
DNA extraido como swabs orais, ou em amostras com a qualidade do DNA
comprometida, como aquelas derivadas de tecidos parafinados. Porém, devido sua
alta sensibilidade, estd muito sujeita a resultados falsos positivos devido a
contaminag&o durante o preparo da reacdo. Dessa forma, sdo necessarios cuidados
adicionais para sua realizagdo assim com a utilizacao de controles rigorosos (ALBA
et al., 2009; VIDAL et al., 2012).

Além do método da PCR tipo especifica, a genotipagem, ou seja, a determinacéo
do tipo viral pode ser realizada por RFLP (Restriction Fragment Lengh
Polymorphism); nesta técnica enzimas de restricdo cortam o DNA produto de PCR
em pontos especificos, gerando fragmentos de diferentes tamanhos que séo
separados e visualizados em forma de bandas, possibilitando a classificacdo de
guase todos os tipos de HPV (KADO et al., 2001; NOBRE et al., 2008; NOBRE et
al., 2010; MACHADO, 2013).

2.5 Prevaléncia do HPV em mucosa oral

Uma grande variagdo na incidéncia de infeccdo por HPV detectada em
mucosa oral de individuos saudaveis tem sido relatada, numa extensdo de 0% a
81,1% usando variados métodos e em um namero limitado de individuos (ELAMIN et
al., 1998; TERAI et al., 1999; BOUDA et al., 2000; CANADAS et al., 2004;
CORRENTI et al, 2004; M. GUO et al, 2007; D'SOUZA et al., 2009;
KRISTOFFERSEN et al., 2012; MIGALDI et al., 2012; COLPANI et al., 2016; MC
QUILLAN et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017).

Machado (2013) identificou os tipos virais de Papilomavirus humano em
mucosa oral de individuos do sexo masculino, avaliou a integridade das amostras e
a presenca do DNA viral nas células esfoliadas que foram determinadas por PCR
multiplex com os primers GH20/PC04 e PGMYO09/11. A genotipagem das amostras
positivas foi realizada por TS-PCR e RFLP. Foi observada positividade para DNA-
HPV em 1,3% das amostras. Os tipos determinados foram HPV6, 11, 52, 53 e 89.
Praticas sexuais, como o sexo oral e a multiplicidade de parceiros, sdo fatores

comportamentais independentes, que podem predispor os individuos a infec¢ao.
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A conclusdo de uma revisdo sistematica que analisou 18 estudos que
investigaram a frequencia do DNA de HPV na cavidade oral em 4.581 pessoas
saudaveis determinou a prevaléncia agrupada de HPV16, de alto risco oncogénico e
além de outros tipos. Os resultados mostraram que 1,3% dos individuos saudaveis
tinham HPV16 na cavidade oral; 3,5% individuos tinham outros tipos de alto risco
oncogénico e, 4,5 % individuos tinham outro tipo qualquer de HPV. O HPV16
correspondeu a 28% de todos os tipos detectados na regido oral, incluindo
orofaringe. A prevaléncia foi a mesma entre homens e mulheres (4,6% vs 4,4%,
respectivamente) (KREIMER et al., 2011). Surpreendentemente, o HPV18 foi 0 mais
frequente gendtipo em mucosa oral normal em outros estudos (MILLER; WHITE,
1996; TERAI et al.,1999). Enquanto que alguns autores encontraram maior
prevaléncia do HPV16 presente de forma assintomatica ou latente em mucosa oral
(ELAMIN et al., 1998).

No entanto, na pesquisa prospectiva de coorte transversal realizada por
Esquenazi et al., (2010), com cem voluntarios, adultos jovens e saudaveis, através
da PCR amostras da cavidade oral, foi encontrada a negatividade para o HPV em
todas as amostras.Sugere-se que prevaléncia do HPV inclui infeccbes sub-clinicas
e/ou latentes e que a infeccdo com um baixo nimero de copias do virus é comum na
cavidade oral (TERAI et al., 1999).

Em estudo completo de base populacional realizado nos EUA, o padrao
especifico da idade de prevaléncia de HPV oral foi semelhante entre homens e
mulheres, com as maiores taxas observadas em individuos com idades de 30 a 34
anos e de 60 a 64 anos. Porém, a prevaléncia absoluta do HPV oral em homens foi
consideravelmente maior do que em mulheres (10,1% e 3,6%,
respectivamente).Foram observadas associa¢des fortes com comportamento sexual,
tais como numero de parceiros e a sua correlacdo com a prevaléncia de HPV oral
(GILLISON et al., 2012).Em outro estudo, também realizado em pacientes dos EUA,
a prevaléncia do HPV 16 e a incidéncia do CEO foram de 5 a 7 vezes maiores em
homens do que em mulheres (D"SOUZA et al., 2014).

2.6 Prevaléncia do HPV em lesdes orais
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Papiloma escamoso, verruga vulgar, condiloma acuminado e hiperplasia
epitelial focal sdo proliferagdes benignas do epitélio estratificado induzidas por virus
(NEVILLE et al.,, 2009). Todas tém em comum a origem epitelial, o crescimento
acima da superficie, sdo assintomaticas, podem regredir espontaneamente e/ou
apresentar recidiva, apresentam areas brancas puntiformes ou extensas, podem ser
pediculadas ou sésseis e a superficie pode variar de finamente granular & papilar
(FERRARO et al., 2011).

O papiloma escamoso oral € um tumor benigno que apesar de aparecer em
qualquer idade e em ambos 0s sexos, surge mais frequentemente em individuos na
terceira e quarta década de vida (KUMARASWAMY, 2011). Clinicamente,
caracteriza-se por ser um tumor de tecidos moles, séssil ou pedunculado, branco ou
cor de rosa, com uma superficie verrucosa ou lisa. Apesar ocorrer em qualquer
superficie da mucosa oral, situa-se geralmente na lingua ou palato mole
(ANDERSON et al., 2003). A presenca de HPV6 e 11 associados a estas lesdes tém
sido descrita em muitos estudos (FINN, 1997; KUMARASWAMY, 2011).

Asverrugas sdo lesdes exofiticas, circunscritas, sésseis, esbranquicadas e

firmes que afetam ocasionalmente a mucosa oral, com especial incidéncia nos
labios, palato, processo alveolar e gengiva, sobretudo em jovens adultos. Tem sido
relatada a presenca nestas lesdes de tipos mucosotropicos(que exibem maior
afinidade por mucosas) de HPV, tais como HPV6, 11 e 16, assim como, de tipos
cutaneos, nomeadamente HPV1, 2, 4 e 7 (KUMARASWAMY, 2011; FINN, 1997).
O condiloma acuminado é transmitido por autoinoculacédo e pela pratica de sexo
oral. Ele se manifesta como lesdo Unica, mdultipla ou coalescente, de maior
crescimento no eixo horizontal, formando uma massa semelhante a couve-flor. Tem
sido relatada a presenca nestas lesdes de HPVdo tipo 6, 11 e 16 (CASTRO;
DUARTE, 2004).

A hiperplasia epitelial focal, também chamada de doenca de Heck, é a que
mais se distancia do padréo verrucoso, apresentando-se como papulas ou nédulos,
arredondadas ou planas, que frequentemente coalescem, com limites mais nitidos
gue as demais e frequentementenormocromicas. Ela esta associada aos HPV13 e
32 e pode apresentar semelhanca com os condilomas acuminados, sendo que as

lesGes da hiperplasia epitelial focal tendem a serem planas mais numerosas e com
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especial localizacdo em labios e mucosa jugal (CASTRO et al., 2004; SANTOS et
al., 2007; EVERSOLE, 2000; SAINT-GERONS et al., 2005).

O achado citologico na cavidade oral e orofaringe mais sugestivo de infeccao
por HPV é a observacdo da presenca de coilocitos em espécimes de biopsias. A
coilocitose € um efeito citopatico viral, considerado um critério sugestivo de infec¢cédo
pelo HPV do ponto de vista histopatologico (CASTRO; BUSSOLOTI, 2006; LETO et
al.,, 2011; MONTENEGRO et al., 2014). Segundo alguns autores, a coilocitose
constitui sinal patognoménico de infec¢do, servindo como base para indicacdo de
testes moleculares para detec¢do do genoma viral(XAVIER et al., 2005; SYRJANEN
et al., 2011).

Silva et al. (2010) avaliaram as lesdes orais associadas & infeccdo por HPV
através da percepcao de coilécitos nas camadas epiteliais, por intermédio de analise
morfolégica. Foram estudados 104 espécimes corados por Hematoxilina-Eosina,
dissociados das demais lesGes orais encontradas no epitélio. Dentre as lesbes
avaliadas, 96 (92,30%) apresentaram coilécitos, sem, no entanto, existir correlacao
com idade e sexo dos pacientes, localizacdo na cavidade oral e diagndstico
histopatolégico das lesGes. O estudo, portanto, sugeriu que essa infeccao viral esta
cada vez mais abrangente em nossa populacdo e enfatiza a importancia do
diagnostico histopatolégico para deteccdo da coilocitose. Dessa forma,
recomendando a realizacdo demétodos diagnésticos mais precisos para
confirmacédo e tipagem viral, visando acompanhamento dos tipos de alto risco

oncogeénico e, consequentemente, a prevencgao do cancer oral.

2.7 Estado de saude bucal e infec¢gdo por HPV

Aléem dos fatores de riscos comumente estudados, alguns
autoresdemonstrama importancia de fatores secundarios, que possuem correlacao
clinica com a infeccdo pelo HPV na cavidade oral, tais como higiene bucal precéaria,
exposicao excessiva a luz solar e traumatismos provocados por dentes lacerados,
pontiagudos ou proteses mal adaptadas (RIVERO; NUNES, 2006; RIBEIRO et al.,
2007; BUl et al., 2013).

Silva et al. (2011) avaliaram a saude bucal de trabalhadores rurais que

utilizavam préteses dentarias de forma geral, e em 102 individuos analisados,
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metade deles apresentavam lesbes na mucosa bucal. Segundo este estudo,
mulheres com mais de 40 anos tém 4,5 vezes mais chances de apresentar leséo da
mucosa bucal associada ao uso de protese. Os autores destacaram que as lesdes
podem ser resultado da ma adaptacdo das proteses ou do uso e higienizacao
inadequada. A alta prevaléncia de inflamagédo, segundo os autores, corrobora a ideia
de que a ma higienizacdo € um problema importante, sobretudo porque a maioria
dos usuarios de protese (80%) ndo percebe a presenca de infecgdes bucais. Os
autores concluiram que se faz necessaria a implantacao de politicas e campanhas
de conscientizacdo de salde e higienizacdo nessas regides, visto que a maioria dos
entrevistados ndo estava bem informada sobre os riscos do uso de proteses

dentarias mal adaptadas e sobre os cuidados necessarios para sua manutencao.

Estudos tém demonstrado o efeito do estado de saude e higiene bucal no
desenvolvimento do cancer nesse sitio anatdmico. A precaria saude bucal tais como
processos inflamatérios, infecgbes e traumas tém sido implicados como fatores
predisponentes,com risco significativo na génese do carcinoma oral (SEROLI,
RAPOPORT, 2009).

O exame da cavidade oral é realizado com maior énfase para o diagndstico
precoce de lesdes malignas e no diagnéstico de lesdes benignas da mucosa bucal.
Autores concluiram que pelo facil acesso e pela simplicidade da realizacdo do
exame clinico, a boca pode ter diagnostico precoce de lesées malignas de modo
mais facil em relacdo a outras localizacGes anatdomicas. Representando um ponto

positivo na deteccao precoce do carcinoma oral (SEROLI; RAPOPORT, 2009).

Sabe-seque o0 HPV infectaa camada de células basais e para tanto a camada
superior de epitélio mucoso deve ter sofrido microtraumas, como 0 que ocorre
durante o intercurso sexual na regido genital O tropismo viral €, em parte, devido a
ligacdo de proteinas especificas da superficie viral a proteinas receptoras da
superficie das células epiteliais do hospedeiro. E ainda controversa a natureza
desses receptores de superficie que permitem a ligacéo inicial do virus a célula,
embora alguns estudos proponham a presenca do sulfato de heparina (CULP;
CRISTENSEN, 2004; GIRAGLOU et al.,2001).

Pesquisadores dos EUA descobriram que pessoas com baixa saude bucal e
pessoas com uma doenga bucal sdo, de modo significativo, mais propensos a

contrairem infec¢Bes orais por HPV. O estudo envolveu 3.439 participantes com
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idade de 30 a 69 anos. Ao analisar os dados, descobriram que participantes do
estudo que reportaram baixa saude bucal tiveram prevaléncia de 56% de infec¢éo
oral por HPV. Os com doenca periodontal ou problemas relacionados com os dentes
tiveram prevaléncia de 51% e 28%, respectivamente. Em adicdo, os pesquisadores
descobriram uma ligacéo entre o numero de dentes perdidos com infec¢do oral por
HPV. As descobertas sugerem que a baixa saude bucal € um fator de risco
independente de infeccdo oral por HPV, sem considerar o habito de fumar cigarros e

praticar sexo oral (BUI et al., 2013).

2.8 Papilomavirushumano e o cancer bucal

O carcinoma de células escamosas (CCE) da boca, também denominado
carcinoma epidermodide, € uma neoplasia maligna que se origina no epitélio de
revestimento, sendo considerada a neoplasia maligna mais comum nessa regiao
(BRENER et al., 2007). O HPV16 parece ser o tipo de HPV mais frequente
associado com os carcinomas orais. O CCE pode ocorrer em qualquer localizacao
da boca, sendo os locais mais acometidos a lingua, o labio inferior e o assoalho
bucal (CARLI et al., 2009; COSTA; GOLDENBERG, 2013). E mais frequente no
homem branco da 52 a 62 década de vida. Dentre os fatores de risco mais
importantes para o desenvolvimento do CCE, estdo o alcool e o tabaco. O CCE
pode apresentar-se, nos seus estagios iniciais, na forma de leucoplasias,
eritroplasias ou uma associacdo de ambas. Além dessas formas clinicas, a lesédo

fundamental classica € a Ulcera que pode ser superficial, endofitica com bordos

elevados ou exofitica (CARLI et al., 2009).

Sacramento et al. (2006) afirmaram uma possivel ligacdo do HPV com cancer
da cavidade oral, uma vez que o epitélio da cavidade oral e orofaringe é uma
membrana mucosa com propensdo para o desenvolvimento neoplasico, sendo
exposto a varios carcinégenos nutricionais e ambientais, determinantes de lesdes

decorrentes de efeitos da infecg¢ao viral e mutagénese quimica.

Segundo Tinoco et al. (2004), as neoplasias da boca e orofaringe constituem
5% de todas as neoplasias malignas, sendo que destas, 90% sao carcinomas

espinocelulares. Apesar da exposicdo da mucosa oral a varios carcin0genos,
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somente um pequeno percentual dos individuos desenvolvem céancer, pois é um
processo multifatorial e a mutagénese é determinada também por agentes co-

carcinogenicos como o HPV.

O cancer bucal tem se caracterizado como uma morbidade que acomete
principalmente homens de quarenta ou mais anos de idade, estreitamente
relacionada aos hébitos de fumar, mascar tabaco e consumir bebidas alcodlicas. No
entanto, outros fatores também tém sido associados ao seu aparecimento, tais como
habitos alimentares, exposicdo ao HPV, predisposicdo genética, exposicao solar e
condicdo bucal (ALLEGRA; GENNARI, 2000; PERUSSI et al., 2002).

A deteccdo do DNA do HPV é evidéncia insuficiente para o estabelecimento
de uma relacéo causal, principalmente, no carcinoma epidermdide oral (CEO), pois
a infeccdo pode ser focal e transitéria. Segundo os autores Kumaret al. (2005) e
Soares (1999), ha evidéncia de semelhanca clonal entre o HPV e as células
tumorais, como acontece quando da integracdo dentro do genoma da célula
hospedeira, contradizendo a possibilidade do HPV ser um mero invasor
secundario, e sugerindo assim a sua forte relacdo como agente causal na
carcinogénese. Nas verrugas benignas e lesdes pré-neoplasicas, o genoma do
HPV é mantido na forma epissGmica, ao passo que nos canceres, o DNA viral é
geralmente integrado ao genoma da célula hospedeira. Isso sugere que a
integracdo do DNA é importante na transformacéo maligna.

Leite et al. (2005), ao revisarem trabalhos que abordam fatores de risco
relacionados ao desenvolvimento do cancer bucal, relataram que € necessario
fazer uma diferenciacédo entre fatores de risco determinantes, capazes de causar
lesdo no DNA, como o tabaco; fatores modificadores, capazes de alterar o meio
bucal e propiciar a proliferagdo celular, como o alcool; e fatores causais que néo
atuam na carcinogénese bucal, como a higiene bucal deficiente, mas que se
associam circunstancialmente.

Pereira et al. (2007) relataram que diversos fatores etiologicos estéo
envolvidos na etiologia CEO, dentre estes, o HPV tem sido extensivamente
estudado nos ultimos anos. Os subtipos de HPV16,18, 31 e 33 sdo 0s mais
fortemente associados a displasia e ao CEO. A infeccdo oral por HPV € bastante
comum e nem sempre esta associada a lesdes malignas. Ha vérias manifestacdes

descritas da infeccdo oral por HPV, sendo que algumas dessas manifestacoes
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estdo mais associadas a alguns tipos do virus (KUMARASWAMY, 2011).0 CCE
oral afeta geralmente pacientes de meia idade e mais velhos, consumidores
cronicos de tabaco e élcool. No entanto, tem-se verificado uma crescente
incidéncia de CCE em individuos sem fatores de risco conhecidos (VICENTE et al.,
2002). A possivel etiologia viral que implica o HPV como fator de risco tem sido
relatada (FINN, 1997; VICENTE et al., 2002; KUMARASWAMY, 2011).

A mucosa genital feminina tenha uma carga viral maior do que o epitélio
gueratinizado dos genitais masculinos e, com isso, a transmissédo pelo sexo oral
realizado em mulheres seja mais eficiente do que a transmissdo pelo sexo oral
realizado pelos homens. Além disso, os homens teriam mais oportunidades de
exposicao ao virus, uma vez que costumam ter mais parceiros sexuais durante a
vida. Alguns estudos indicam, ainda, que as mulheres podem apresentar certo nivel
de imunidade ao HPV devido as infec¢des cervicais, 0 que pode protegé-las contra
a infeccdo oral, enquanto esta protecdo ndo é observada nos homens. Tais
peculiaridades poderiam repercutir na incidéncia de CCE sem fatores de risco
conhecidos (D"SOUZA et al., 2014).

Khode et al. (2014) relatam que o carcinoma epiderméide (CE) € uma
neoplasia maligna que acomete a cavidade oral e regides da orofaringe sendo uma
das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, associada a
presenca do Papilomavirus humano. Estes autores relataram que tipos de alto risco
oncogeénico, tal como o HPV16, sédo fortemente associados com o risco de cancer na
orofaringe, especialmente os decorrentes das amigdalas e base da lingua. O estudo
também associa risco elevado de infeccéo oral por HPV com género masculino,
histéria de outras doengas sexualmente transmissiveis e infec¢cdo por Virus da
Imunodeficiéncia humana (HIV) em virtude da imunossupressdo gerada.Ainda
observaram que os fatores de risco para infeccdo oral por HPV seriam idade
precoce da primeira relacdo sexual, histéria de verrugas genitais, numero de
parceiros sexuais e sexo oral. Assinalaram que o CCE é relativamente mais comum
em individuos mais jovem, menos dependente do consumo de alcool e tabaco e com

melhores taxas de sobrevida.

Os principais fatores de risco do cancer da cabeca e pescoco, em especial do
cancer de células escamosas da cabeca e pesco¢co (CCECP), sdo o consumo de
tabaco e alcool e as infeccbes pelo HPV. Estudos demonstram que o risco do
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desenvolvimento destes tumores apresenta uma forte relacdo dose resposta com a
frequéncia, duracdo e concentracdo do consumo do tabaco e alcool e que a infeccéo
pelo HPV aumenta o risco do desenvolvimento do CCECP em casos associados ou

nao ao consumo destas substancias (LEE et al., 2013).

2.9 Prevencéao da infeccao por HPV

Devido a pandemia ja mundial de infeccdo pelo HPV nas ultimas décadas e a
morbimortalidade associada as lesdes e ao risco de desenvolvimento de cancer, a
sua prevencao torna-se a chave para esse importante problema de saude publica.
Campanhas de prevencéo da infeccdo pelo HPV, bem como das outras doencgas
sexualmente transmissiveis, também contribuem para a conscientizacdo dos
individuos sobre a importancia da prevencdo da transmissdo pela via sexual
(PASSOS et al., 2008). Atualmente, a arma mais eficaz na prevencdo primaria da
infeccdo pelo HPV é a vacinacgdo, dirigida aos tipos de virus mais frequentes,
responsaveis pelas lesdes genitais.

Embora a eficiéncia profilatica da vacina seja bem estabelecida com relacéo
as lesdes genitais, na cavidade oral pouco sabe-se em virtude da escassa definicdo

em relacdo aos marcadores que delimitam a doenca na infeccéo pelo HPV.

Existem disponiveis comercialmente trés vacinas profilaticas HPV
aprovadas pela FDA, e em 2006, Gardasil (Merck e Company Inc, Whitehouse
Station, NJ) tornou-se a primeira vacina profilatica a ser aprovada para mulheres de
9 a 26 anos para a prevencao do cancer cervical e verrugas genitais protegendo
contra os tipos de alto risco oncogénico HPV16 e 18.Posteriormente, a aprovagao foi
ampliada para os homens com indicacédo de prevencaode verrugas genitais (2009) e
malignidades anais (2010). Em seguida, houve a aprovacdo da vacina Cervarix que
protege contra os tipos de baixo risco oncogéncio HPV6 e 11 e também para 0s
tipos HPV16 e 18(GlaxoSmithKline, Filadélfia, Pa), sendo que esta vacina é a
utilizada no Brasil, pelo Programa Nacional de Imunizacdo do Sistema Unico de
Saude. Recentemente, a Gardasil-9 foi aprovada (2014) para uso em homens e
mulheres. Essa ultima formulacdo protegendo contra os tipos HPV6, 11, 16, 18, 31,

33, 45, 52 e 58. Todas as 3 vacinas sao aprovadas para um esquema de dosagem
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de 3 doses ao longo de 6 meses, embora 0s ensaios recentes tenham sugerido
provas potenciais para esquemas de dose mais curtos (GUO et al., 2016).



30BJETIVOS

3.10bjetivo geral

Detectar a prevaléncia do Papilomavirus humano em pacientes com ou sem

protese total dentaria.

3.20bjetivos especificos

Determinar nos pacientes com ou sem protese dentéria os tipos virais mais

frequentes e classifica-los de acordo com o risco oncogénico;

Determinar a associacdo entre a positividade para DNA de HPV e hébitos

sécio-comportamentais que predispdem a infec¢do por HPV.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1Aspectos éticos

Essa tese teve sua aprovacdo concedida pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFMS (CEP/UFMS) N° 855.390 de 30/09/2014numero CAAE:
36389814.2.0000.0021(Anexo A). Todos o0s participantes do estudo foram
informados a respeito dos objetivos e principios do projeto desenvolvido, onde cada
individuo forneceu sua autorizacdo por escrito, mediante assinatura do termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

4.2. Tipo da pesquisa

A pesquisa executada constituiu-se em um estudo transversalquantitativo com

amostras do tipo ndo probabilistico por conveniéncia.

4.3. Sujeitos da pesquisa

Foram convidados a participar deste estudo 130 pacientes atendidos no
ambulatério da Faculdade de Odontologia (FAODO) da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), no periodo de 2014 a 2016, na Clinica de
Estomatologia e Radiologia. A op¢éo por esta Clinica foi em virtude do maior fluxo
de individuos de ambos os géneros, de distintas classes sociais e diferentes faixas
etarias, sendo essa a Clinica responsavel pela avaliacao, tratamento dos pacientes e
encaminhamento as outras Clinicas do complexo. A autorizacdo para realizacao

desta pesquisa na FAODO — UFMS esta em anexo (anexo B).

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, com idade maior ou igual a 30
anos, com ou sem protese total, com mucosa oral aparentemente normal e que

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).
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Para analise epidemiologica os individuos envolvidos no estudo foram
avaliados conforme as idades. As mesmas foram estratificadas da seguinte forma,

em trés subgrupos, 30 a 45 anos, 46 a 60 e maior ou igual a 61anos.

Os critérios de exclusdo compreenderam idade inferior a 30 anos e ser

gestante e mucosa oral com lesdes.

4.4. Coleta de dados socioepidemioldgicos, clinicos e amostras

Os dados secundarios necessarios a realizacdo deste estudo foram obtidos
durante a consulta dos pacientes. A coleta dos dados socioepidemiologicos foi
realizada através da aplicacdo de um questionario semi estruturado, com perguntas
fechadas e mistas, sigiloso identificado apenas pelo nimero de registro do
participante (Apéndice B). Em relagdo ao questionario abordaram-se fatores como
género, idade (estratificadas em faixas etérias), o comportamento sexual, como
numero de parceiros nos ultimos dois anos (até 2, mais de 2 ou ndo declarado),
numero de parceiros até o momento (até 3 ou mais de 3) uso de drogas ilicitas,
etilismo, tabagismo, historia prévia de outras doencas sexualmente transmissiveis

(DST) e uso de medicamentos controlados.

ApGs a anamnese e exame clinico, foram avaliadas as variaveis 1) grupo com
prétese total - presenca ou ndo de lesbes e 2) sem protese total - mucosa oral
normal, no momento do exame clinico. Pacientes com prétese total e lesdes nao
foram selecionados para coleta. Apos isso foram obtidas amostras de células da
cavidade oral de cada paciente, segundo Machado et al.(2013), por meio de 5-10
gentis escovag0des, utilizando escova cervical com ponta protegida, em regides pré-
estabelecidas: mucosa jugal direita e esquerda (posicdo de alto a baixo, face
dorsalda lingua (esquerda e direita), no interior do labio superior e inferior (fundo de

saco).

Apbs a esfoliacdo celular, as escovas foram acondicionadas em tubos cénicos
do tipo Falcon com capacidade de 15mL e armazenadas sob refrigeracdo a -20°C,
até o momento da realizacdo dos testes moleculares.Os materiais coletados foram
analisados e processados no Laboratorio de Imunologia Biologia Molecular e
Bioensaios (LABIMUNOBIO),InBio/UFMS.
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4.4.1 Extragcdo das amostras

As amostras foram extraidas pela técnica de fenol-cloroférmio devido ao seu

alto rendimento e baixo custo.

Em capela de fluxo laminar, as amostras foram lavadas com solugao
detergente SDS 10% e Proteinase K(20mg/mL). Em seguida, essas amostras foram
colocadas em banho Maria seco a 37°C, por 1 hora e 30 minutos. Posteriormente, as
mesmas foram lavadas com fenol/cloroférmio e centrifugadas. Foi retirado o
sobrenadante e transferido para outro tubo Eppendorf, onde foram acrescentados
acetato de sodio (pH 3,0) e &lcool absoluto gelado e armazenado por cerca de 12
horas no congelador. Apos esse tempo, as amostras foram lavadas em alcool 70% e
secas em banho Maria. Por fim, as amostras foram reidratadas em tampdo de
amostra e permaneceram na geladeira por 24 horas. As amostras foram

armazenadas a -20°C até que as mesmas fossem utilizadas para as analises.

4.4.2 Dosagem

As amostras estudadas foram avaliadas quanto a pureza esua concentragao
de material genético, pelo equipamento de espectrofotometria (Biodrop, Mettler

Toledo®.)em comprimentos de onda de 260 e 280 nm.

4.4 3Nested PCR PGMY/GP+

Para um controle enddgeno da reacéo de PCR, foram utilizados os iniciadores
para B-globina, PC04 e GH20, amplificando um fragmento de 286pb, presentes no
DNA humano (BAUER et al., 1991).Para detectar a presenca do DNA HPV nas
amostras, foram utilizados um pool de iniciadores PGMY 09/11 que amplifica um
fragmento de 450pb da regido L1 do genoma viral (GRAVITT et al.,2000).
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Em capela de fluxo laminar, foi preparada solugéo contendo: tampéo para
PCR Tris-EDTA pH 8,4 [10X];dNTPs 2,5mM;MgCl, 3,5 mM; enzima Tagq DNA
polimerase; primer para HPV PGMYQ09/11,primer para (-globina PCO4/GH20 e H,0

ultra pura estéril.

A um volume final de 45uL de solucédo foi adicionado SuL do DNA 50ng/pL,
recuperado de cada amostra, sendo essa mistura processada em termociclador
programado a 95°C por 5 minutos para desnaturacéo e, em seguida, por 40 ciclos de
94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Apds esses 40
ciclos,seguiu-se uma extenséo final a 72°C durante cinco minutos. Os produtos
foram congelados a-20°C, até serem submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%.

Para obter uma especificidade maior nas amostras foramutilizados os
iniciadorespara HPV GP5+ e GP6+ que amplificaram um fragmento de 150pb da
regido L1(QU et al.,1997).

Foi separada aliquota de 2uL dos produtos B-globina positivos e entdo
adicionada a volume final de 23ul da seguinte solucéo preparada em capela de fluxo
laminar: tampé&o para PCR Tris-EDTA pH 8,3 [10X]; MgCl, 50mM; dNTPs 2,5mM,;
enzima Taq polimerase; primer para HPV GP5+ 10mM; primer para HPV GP6+
10mM; HoOultra pura.

Esta solucdo foi processada em termociclador programado a 95°C, por 5
minutos, para desnaturacdo; em seguida, por 40 ciclos de 94°C, por 1 minuto, 40°C
por, 2 minutos e 72°C, por 1,5 minutos. ApOs esses 40 ciclos, seguiu-se uma
extensao final a 72°C, durante cinco minutos. Os produtos foram congelados a-20°C,

até serem submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%.

4.4.4 PCR tipo-especifico (TS-PCR)

As amostras positivas para DNA de HPV foram analisadas pelo método de
TS-PCR adaptado de Walboomers et al. (1999). A sequiéncia de iniciadoresutilizados
para cada tipo esta apresentada na Figura 3.

De forma individual, para cada primer, em capela de fluxo laminar, foi
preparada uma solucdo contendo: agua ultra pura, tampéo para PCR pH 8,3 na
concentracdo de 10X; MgCl, 50mM; dNTPs 2,5mM; enzima Tag polimerase [5 u/
uL]; primer para HPV tipo-especifico [10 pmol/ pL].
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Figura 3-Primersutilizados na genotipagem por TS-PCR de acordo com o

tamanho do fragmento e sequéncia

Primer Fragmento Sequéncia

(F-R) (pb) (5>-3)
HPV 6 FD CACGTCTGCAACGACCATAG
HPV 6 RY 194 CCATGAAATTCTAGGCAGCA
HPV 11 F? TCTGTGTCTAAATCTGATAC
HPV 11 R® 210 GGGTTTCTGACAGGTAATGGC
HPV 16 F® TTGCAGATCATCAAGAACACGTAGA
HPV 16 R® 174 CTTGTCCAGCTGGACCATCTATTT
HPV 18 F® CAACCGAGCACGACAGGAA
HPV 18 R® 219 CTCGTCGGGCTGGTAAATGTT
HPV 31 F® GATGCAACGTGCTCAGGG
HPV 31 R® 420 GCGACCCAGTGGAAACTGATCTA
HPV 33 F® AAACCTTTGCAACGATCTGAGGTA
HPV 33 R® 90 GTTTACATATTCCAAATGGATTTCCCTCTCT
HPV 45 F® ACCAGATTTGTGCACAGAAT
HPV 45 R® 195 TTTTTTCCAGTGTCTCTCCA

Nota: (1) segundo SILVA et al., 2003, (2) segundo LIN et al., 2008, (3) segundo GUO et al., 2007,(4)
segundo SWAN et al., 1999, (5) segqundo KARSLEN et al., 1996

A um volume final de 22uL foram adicionados 3uL de amostra bruta, sendo

essa homogeneizada e acondicionada em termociclador, submetida a ciclo inicial de

desnaturacdo por 5 minutos a 94°C, desnaturacdo, anelamento, extensao e

extensao final por 5 minutos a 72°C, conforme mostra a Figura 4.

Os produtos foram congelados a -20°C, até serem submetidos a eletroforese

em gel de agarose a 1,5%.

Figura 4 — Condi¢Oes utilizadas para a deteccao dos HPV6, 11, 16, 18, 31, 33 e 45.

Tipo viral Condigdes utilizadas

HPV 6, 16, 18 e 33 40 ciclos de:

HPV 31

HPV 45

1 minuto a 94°C;

1 minuto a 55°C;

1 minuto a 72°C;

40 ciclos de:

1 minuto a 94°C;

40 segundos a 60°C;
30 segundos a 72°C;
45 ciclos de:

1 minuto a 94°C;

30 segundos a 51°C (10 ciclos iniciais)
30 segundos a 46°C (35 ciclos finais);

30 segundos a 72°C;

HPV 11

40 ciclos de:

1 minuto a 94°C;
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30 segundos a 56°C;

30 segundos a 72°C;




4.4.5 Deteccéo dos produtos da PCR

Foram pipetados 8puL do produto da PCR e adicionados a 3pL da solucéo
tampéao [2X] de corrida de azul de bromofenol. A mistura obtida foi aplicada no gel
de agarose 1,5%, com 5uL do marcador de pares de bases (100bp), corado em
brometo de etidio. A fonte foi ajustada para 100V, por 1 hora. Apés a corrida, o gel
foi observado no transiluminador(UV) e fotodocumentado pelo equipamento UVP,

sendo os resultados obtidos pelo Software Doc. It-LS.

4.4.6Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Para genotipagem por digestdo enzimatica (RFLP) foram utilizadas as
enzimas Pstl, Hae Ill, Dde I, Rsa | e a deteccdo do produto da RFLP foi realizada em
gel de agarose a 3%. O perfil de restricao obtido foi analisado conforme o algoritmo
proposto por Nobre et al., 2008.

Figura 5 — Endonucleases de restricdo para analise por RFLP

Enzima de restricéo Sitio de reconhecimento
RestrictionEndonucleasePst | 5’CTGCA/G’3
RestrictionEndonucleaseHae 111 5°’GG/CC3’
RestrictionEndonucleaseDde | 5’C/TNAG3’
RestrictionEndonucleaseRsa | 5’GT/AC3’

Nota:Nobre et al., 2008

Cada amostra foi dividida em 5 tubos obedecendo a sequéncia: Pst I; Hae llI;
Dde I; Rsa | e controle (amostra sem digestao). Em cada tubo foi adicionado 1,2uL
do subtrato enziméatico, 1,0uL da enzima de restricdo e 10uL da amostra purificada.

Apbés homogeneizacdo, as amostras foram incubadas em termociclador (60
minutos a 37°C; 30 minutos a 85°C e 20 minutos a 25°C) e mantidas sob

refrigeracdo a -20°C até analise em gel.

4.4.7 Deteccéo do produto da RFLP em gel de agarose a 3%
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Foipipetado em microtubos separados; o produto total de cada digestao
enzimatica acrescidos de 3uL de tampédo de amostra de azul de bromofenol (0,05%
de azul de bromofenol, 1% SDS e 50% de glicerol). A mistura obtida foi aplicada em
gel de agarosea 3%, com marcador de 100 e 50bp incluido. A corrida seguiu com
carga de 100mA, por 2h e 30min em tampdo TBE 1X. ApoOs a corrida, o gel foi
corado em brometo de etidio, os fragmentos foram visualizados em transiluminador

(UV) e o material fotodocumentado.

O perfil de restricdo foi analisado conforme o algoritmo proposto por Nobre et
al. (2008).

4.5 Analise estatistica

A andlise descritiva apresentou-se sob forma de tabelas, sendo os dados
observados, expressos pela frequéncia (n) e percentual (%) para dados de valores

médios e desvio padrao.

Com o objetivo de verificar se ocorreu associacao significativa entre as
variaveis clinicas e socio epidemiolégicas com a presenca do HPV na cavidade oral

foram aplicados os seguintes métodos:

a) Por comparacdes de dados foi aplicado o teste do Qui-quadrado de Pearson
(x?), ou exato de Fischer; e

b) Para andlise de varidveis “uso de protese” e “pratica de sexo oral” foram
aplicados o teste de Regresséao Logistica Binaria.

c) Para analise foi utilizado pacote estatistico SPSS, versao 10.0, para Windows
(MICROSOFT, 2006; NORUSIS, 2000)



SRESULTADOS

5.1 Aspectos moleculares

5.1.1 Deteccéo e genotipagem do HPV

Foram envolvidos neste estudo 130 individuos do sexo masculino e feminino.
Do total, 122 amostras (93,84%) - amplificaram o gene de B-globina humana. O DNA
de HPV foi detectado em 33 amostras (33/122; 27,04%). Dos 122 pacientes
envolvidos no estudo 37,70% (46/122) foram do género masculino e 62,29%
(76/122) do género feminino.

Dentre as amostras obtidas de pacientes que faziam uso de prétese total
dentaria 43,59% (17/39) foram positivas para DNA de HPV, enquanto que entre o
grupo de pacientes que nao faziam uso de prétese total dentéria, a positividade para
DNA de HPV foi de 19,27% (16/83).

Os tipos virais mais frequentes, detectados por TS-PCR, nas amostras
positivas por nested PCR foram os HPV6, 31, 11, 16, 31 e 45. Entre as amostras
positivas por PCR PGMY09/11, que foram submetidas a RFLP, obtivemos como
resultado os HPV40 e 91.

5.1.2- Aspectos moleculares da positividade para DNA de HPV associados as

caracteristicasepidemiologicas da populacéo

As caracteristicas epidemioldgicas basicas da populagédo que fazia uso ou nao
de protese total dentaria no momento do exame clinico, associadas a positividade

para DNA de HPV podem ser observadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas epidemiologicas da populacdo que fazia uso ou ndo de
protese total dentaria no momento do exame clinico, associadas a positividade para
DNA de HPV(n=122).

Total HPV (+) HPV (-) p

Variaveis n % n % n %

Idade (anos) 20,05
30-45 56 45,90% 11 19,64% 45 80,35%
46-60 46 37,70% 12 26,08% 34 73,91%
261 20 16,39% 9 45% 11 55%
Género 20,05
Feminino 76 62,29% 20 26,31% 56 73,68%
Masculino 46 37,70% 12 26,08% 34 73,91%

Escolaridade 20,05

Sem escolaridade/N&o 4 3,27% 0 4 100%
respondeu

Fundamental 43 35,24% 15 34,88% 28 65,11%
Ensino Médio 51 41,80% 16 31,37% 35 68,62%
Ensino superior 24 19,67% 1 4,16% 23 95,83%

Estado civil 20,05
Solteiro 37 30,32% 6 16,21% 31 83,78%
Casado 61 50% 16 26,22% 45 < 73,77%
Vidvo 8 6,55% 3 37,50% 5 62,50%
Separado 16 13,11% 7 43.75% 9 56,25%

Raca (IBGE) 20,05
Branca 61 50% 17 27,86% 44  72,13%

Preta 20 16,39% 4 20% 16 80%
Parda 27 22,13% 5 18,51% 22  81,48%
Amarela 13 10,65% 6 46,15% 7 53,84%
Indigena 1 8,19% 0 1 100%
Uso de Prétese Dentéria 0,025
Com prétese 39 31,96% 17 43,59% 22 56,41%

Sem prétese 83 68,03% 16 19,27% 67 80,72%

Nota: HPV (+): positivos para DNA de HPV; HPV(-): negativos para DNA de HPV

As caracteristicas epidemiolégicas da populagdo que fazia uso ou ndo de
protese dentaria no momento do exame clinico, sugestivas de risco de infeccéo,

associadas a positividade para DNA de HPV(n=122) séo observadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas epidemiologicas da populacdo que fazia uso ou nao de
protese total dentaria no momento do exame clinico, sugestivas de risco de
infeccdo, associadas a positividade para DNA de HPV(n=122).

Total HPV (+) HPV (-) p

Variaveis n % n % n %

Uso de Preservativo 20,05
Nao 75 61,47% 20 26,66% 55 73,33%
Sim 47 38,42% 12 2553% 35 74,46%
Préatica de Sexo Oral 0,01
Nao 74 60,65% 25 33,78% 49 66,21%
Sim 48 39,34% 7 1458% 41 85,41%
Usode Tabaco 20,05
Nao 105 86,06% 27 2571% 78 74,28%
Sim 17 1393% 5 2941% 12 70,58%
Ingestédo de Alcool >0,05
Ndo 75 61,47% 19 2533% 56 74,66%
Sim 47 38,52% 13 27,65% 34 72,34%

NuUmero de parceiros até o >0,05
momento

até3 64 52,45% 18 28,12% 46 71,87%
maisde3 58 47,24% 14 24,13% 44 75,86%

Nl]_mero de parceiros nos ultimos >005
dois anos ;
até dois 106 86,88% 30 28,30% 76 71,69%
mais de dois 12 9,83% 2 16,66% 10 83,33%
ndo declarado 4 3,27% 0 0 4 100%
Uso de drogas ilicitas 20,05
sim O
nido 122 100% 32 26,22% 90 73,77%
Diagnostico prévio de DST 20,05
sim 17 1393% 4 2352% 13 76,47%
ndo 104 85,24% 28 26,92% 76 73,07%
ndo informado 1 1% 0 0% 1 100%
Uso de medicamentos controlados 20,05

sim 51 4180% 17 33,33% 34 66,66%
nio 70 57,37% 15 21,42% 55 7857%
ndo informado 1 1% 0 0% 1 100%

Nota: DST — Doencga Sexualmente transmissiveis; HPV(+): positivos para DNA de HPV; HPV(-):
negativos para DNA de HPV

Pode-se verificar que 43,59% dos pacientes envolvidos no estudo (com ou
sem protese total dentaria) foram positivos para DNA de HPV e 19,27% negativos
para DNA de HPV (p=0.025). Na Figura 7 observa-se a distribuicdo dos pacientes
positivos para DNA de HPV.
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Figura 6 - Distribuicdo dos pacientes positivos para DNA de HPV. Com protese:
pacientes positivos para DNA de HPV que utilizavam protese total dentaria. Sem
prétese: pacientes que nao faziam uso de protese dentéria total.*p= 0,025.
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As caracteristicas epidemiolégicas basicas da populacao estudada que faziam
uso de protese total dentéria, associadas a positividade para DNA de HPV podem
ser observadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas epidemiol6gicas da populacdo que fazia uso de prétese
total dentaria no momento do exame clinico, associadas a positividade para DNA de
HPV(n=39).

Total HPV (+) HPV (-) p
Variéveis n % n % n %
Idade (anos) >0,05
30-45 6 15,38% 3 50% 3 50%
46-60 17 43,58% 6 35,29% 11 64,70%
>61 16 41,02% 8 50% 8 50%
Género >0,05
Feminino 28 71,79% 15 53,57% 13 46,42%
Masculino 11 28,20% 2 18,18% 9 81,81%
Escolaridade >0,05
Sem escolaridade 1 1,2% 0 0 1 100%
Fundamental 22 56,41% 13 33,33% 9 23.07%
Ensino Médio 11 28,20% 4 10,25% 7 17,94%
Ensino superior 4 10,25% 4 100%
N&o declarado 1 1,2% 0 1 100%
Raca (IBGE) >0,05
Branca 16 41,02% 8 50% 8 50%
Preta 7 17,94% 2 28,57% 5 71,42%
Parda 11 28,20% 3 27,27% 8 72,72%
Amarela 5 12,82% 4 80% 1 20%

Nota: HPV (+): positivos para DNA de HPV; HPV(-): negativos para DNA de HPV
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As caracteristicas epidemiologicas sugestivas de risco de infeccdo da
populacdo que fazia uso de protese total dentaria no momento do exame clinico,

associada a positividade para HPV € observada na Tabela 4

Tabela 4 — Caracteristicas epidemiologicas sugestivas de risco de infeccdo da
populacdo que fazia uso de protese total dentaria no momento do exame clinico,
associadas a positividade para DNA HPV (n=39).

Total HPV (+) HPV (-) p
Variaveis n % n % n %
Uso de Preservativo 20,05
Néo 14 71,79% 14 50% 14 50%
Sim 11 28,20% 3 27,27% 8 72,72%
Pratica de Sexo Oral 0,01
N&o 33 84,61% 16 48,48% 17 51,51%
Sim 6 15,38% 1 16,66% 5 83,33%
Uso de Tabaco > 0,05
Nédo 33 84,61% 14 42,42% 19 57,57%
Sim 6 15,38% 3 50% 3 50%
Ingest&o de Alcool 20,05
N&o 26 66,66% 12 46,15% 14 53,84%
Sim 13 33,33% 5 38,46% 8 61,53%
rI\I|1l;J:‘rrr::-:terr?tsc,)deparceiros sexuais até o 0,05
até 3 37 94,87% 16 43,24% 21 56,75%
maisde 3 2 5,12% 1 50% 1 50%
NUumero de parceiros nos ultimos
dois anos 20,05
até dois 37 94,87% 16 43,24% 21 56,75%
mais de dois 2 5,12% 1 500 1 500
Uso de drogas ilicitasSim B 0,0% 0 0 =0.08
nao 39 100,0% 17 43,58% 22 51,28%
Diagnéstico prévio de DST 20,05
sim 6 15,38% 2 3333% 4 66,66%
nao 33 84,61% 15 4545% 18 54,54%
Uso de medicamentos controlados 20,05
sim 20 51,28% 9 45% 11 55%
Nao 18 46,15% 8 44,44% 10 55,55%
ndo informado 1 2,56% 0 1 100%

Nota: DST — Doencga Sexualmente transmissiveis; HPV(+): positivos para DNA de HPV; HPV(-):
negativos para DNA de HPV

Pode-se verificar que entre 0s pacientes que usavam préteses dentarias
12,82% (5/39) apresentaram tipos de baixo risco oncogénico (LR-HPV), 5% (2/39)
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tipos de alto risco oncogénico (HR-HPV), 3% (1/39) apresentaram infec¢cdo multipla
por LR e HR-HPV e 10% (4/39) nao tiveram os tipos virais definidos pelos métodos
de genotipagem utilizados. Na Figura 8 observa-se a distribuicdo dos tipos virais
encontrados, segundo o risco oncogénico, entre os pacientes que faziam uso de

protese total dentaria.

Figura 7 - Distribuicdo dos tipos virais encontrados, segundo o risco oncogénicoentre
pacientes que usavam proétese total dentaria: Pacientes que usam proétese total
(n=39); LR- baixo risco oncogénico; HR- alto risco oncogénico; infeccdo multipla por
LR e HR-HPV; ND- tipos virais ndo determinados.

12,82% Risco oncogénico
LU

5%
3%

LR HR LR/HR ND

Entre os pacientes que usavam protese total dentaria os tipos virais
detectados foram: LR-HPV6 (3/39; 8%), HR-HPV31 (2/39; 5%), LR-HPV11 (1/39;
3%), LR-HPV40 (1/39; 3%). Infeccdo mudltipla por LR-HPV6 e HR-HPV31l foi
observada em 3% (1/39) das amostras. Neste grupo 8%(3/39) das amostras néo
foramgenotipadas pelos métodos utilizados. Na Figura 9 observa-se a distribuicdo
dos tipos virais encontrados.

Figura 8 - Distribuicdo dos tipos virais encontrados em pacientes com protese total
dentaria. Pacientes que usavam protese total dentaria (n=39); LR- baixo risco

oncogénico; HR- alto risco oncogénico; infecgdo multipla por LR e HR-HPV; ND-
tipos virais ndo determinados.

8% . . 8%
Tipos virais
5%
. 3% 3% 3%
LR-HPV6 HR-HPV31  LR-HPV11 LR-HPV40  LR-HPV6 e ND

HR-HPV31
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As caracteristicas epidemiolégicas basicas da populacdo estudada entre o

grupo de pacientes que ndo faziam uso de protese total dentéria, associada a

positividade para DNA de HPV podem ser observadas na Tabela 5.

Tabela 5-Caracteristicas epidemiolégicas da populacdo que ndo fazia uso de
protese total dentaria no momento do exame clinico, associadas a positividade para
DNA HPV(n=83).

Total HPV (+) HPV (-) p
Variaveis n % n % n %
Idade (anos) 20,05
30-45 50 60,24% 8 16% 42 84%
46-60 26 31,32% 6 23,07% 20 76,92%
261 7 8,43% 2 28,57% 5 71,42%
Género 20,05
Feminino 48 57,83% 6 12,5% 42 87,50%
Masculino 35 42,16% 10 28,57% 25 71,42%
Escolaridade 20,05
Fundamental 20 24,09% 3 15% 17 85%
Ensino Médio 41 49,39% 12 29,26% 29 70,73%
Ensino superior 20 2,40% 1 5% 19 95%
Né&o declarado 1 1,2% 0 1 100%
Estado civil 20,05
Solteiro/Vilvo/Separado 40 48,19% 8 20% 32 80%
Casado 43 51,80% 8 18,60% 35 81,39%
Raca (IBGE) 20,05
Branca 44 53,01% 9 20,45% 35 79,54%
Preta 14 16,86% 3 21,42% 11 78,57%
Parda 16 19,27% 2 12,50% 14 87,50%
Amarela 8 9,63% 2 25% 6 75%
Indigena 1 1,2% 0 1 100%

Nota: HPV(+): positivos para DNA de HPV; HPV(-): negativos para DNA de HPV

As caracteristicas epidemiolégicas sugestivas de risco de infeccdo da

populacdo que nao fazia uso de proétese total dentéria no momento do exame clinico,

associadas a positividade para DNA de HPV é observada na Tabela 6.
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Tabela 6- Caracteristicas epidemiolégicas sugestivas de risco de infeccdo da

populacdo que ndo fazia uso de protese total

do exame clinico, associadas a positividade para DNA de HPV (n=83).

dentaria no momento

Total HPV (+) HPV (-) p
Variaveis % % %
Uso de Preservativo >0,05
Nao 48 57,83% 7 8,33% 41 85,41%
Sim 35 42,16% 9 25,71% 26 74,28%
Pratica de Sexo Oral 0,0:
N&o 41 49,39% 10 24,39% 31 75,60%
Sim 42 50,60% 6 14,28% 36 85,71%
Uso de Tabaco =0,0
Nao 73 87,95% 14 19,17% 59 80,82%
Sim 10 12,04% 2 20% 8 80%
Ingestéo de Alcool >0,0
N&o 49 59,03% 8 16,32% 41 83,67%
Sim 34 40,96% 8 23,52 26 76,47%
ml:)rr%eerr:)tge parceiros até o >0.0
até 3 67 80,72% 12 17,91% 55 82,08%
mais de 3 14 16,86% 4 28,57% 10 71,42%
N&o declarado 2 2,40% 0 2 100%
l}lU_mero de_ parceiros nos 0.0
Gltimos dois anos ’
Até dois 78 93,97% 16 20,51% 16 79,48%
mais de dois 3 3,61% 0 3 100%
N&o declarado 2 2,40% 0 2 100%
Uso de drogas 20,0
sim 0 0 0
nao 83 100,0% 16 19,27% 67 80,72%
Diagndstico prévio de DST 20,0
sim 11 13,25% 2 18,18% 9 81,81%
nao 72 86,74% 14 19,44% 58 80,55%
Uso de medicamento 20,0
sim 30 36,14% 8 26,66% 22 73,33%
nao 53 63,85% 8 15,09% 45 84,90%

Nota: DST — Doenga Sexualmente transmissiveis; HPV(+): positivos para DNA de HPV; HPV(-):

negativos para DNA de HPV

Pode-se verificar que entre os pacientes que nao usavam proétese total
dentaria 5% (4/83;) apresentavam LR-HPV (LR), 7% (6/83) HR-HPV, e 6% (5/83)

nao tiveram os tipos virais definidos pelos métodos de genotipagem utilizados. Na

Figura 9 observam-se os tipos virais encontrados segundo o risco oncogénico, entre

pacientes que nao usavam protese total dentaria.
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Figura 9 - Distribuicdo dos tipos virais encontrados em pacientes sem proétese total
dentéria. Pacientes que ndo usam protese total (n=83); LR- baixo risco oncogénico;
HR- alto risco oncogénico; ND- tipos virais ndo determinados.

Risco oncogénico

7%
6%
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LR HR ND

Pode-se verificar que 0s principais tipos virais encontrados entre os pacientes
gue nado faziam uso de proétese total dentaria foram: LR-HPV6 (4/83; 5%), HR-
HPV9I1 (1/83; 1%), HR-HPV45 (1/83; 1%), HR-HPV16 (1/83; 1%), HR-HPV31(3/83;
4%) e 6% (5/83) foram amostras ndo determinadas ndo tiveram seus tipos virais

determinados.Na Figura 10 observa-se a distribuicdo dos tipos virais encontrados.
Figura 10 - Distribuicdo dos tipos virais encontrados em pacientes sem protese
dentaria. Pacientes que ndo usavam protese total (n=83); LR- baixo risco

oncogénico; HR- alto risco oncogénico; infeccdo multipla porLR e HR-HPV; ND- tipos
virais ndo determinados.

6%

Tipos virais
5%
4%
1% 1% 1%
LR-HPV6 HR-HPVO1 HR-HPV45 HR-HPV16 HR-HPV31 ND

Considerando que as variaveis “uso de protese” e “pratica de sexo oral” foram
significantes quando analisadas para o grupo de pacientes HPV positivos, realizou-

se a andlise de Regressédo Logistica Binaria (Apéndice B) para averiguar qual delas
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seria determinante na aquisicdo da infeccdo.Apds a andlise obteve-se que o0s
pacientes que faziam uso de protese total apresentaram 2,1 vezes mais chances de
serem positivos para DNA de HPV. (x°=9,037; GL=2; p=0,0011).



6 DISCUSSAO

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar, em
pacientes com protese total dentaria, a presenca do DNA de HPV, os tipos virais
mais frequentes, associando com o0s aspectos socioepidemiologicos e fatores
comportamentais que expdem o paciente a infecgdo. Os resultados definiram maior
prevaléncia de DNA de HPV, presenca de tipos de alto risco oncogénico e 2,1 vezes
mais chances de apresentar o DNA de HPV para os pacientes que faziam uso de
protese total no momento da coleta das amostras, corroborando com a literatura
(LEITE et al., 2005; Silva et al., 2011; GILLISON et al., 2012).

Rapaport (2005) relatou que o HPV pode infectar células da camada basal do
epitélio desde que exista solucdo de continuidade, como exemplo, micro traumas no
epitélio. Em nosso estudo encontramos que 43,59% dos pacientes que usavam
protese dentaria total apresentaram positividade para o DNA de HPV, enquanto
entre os pacientes que nao faziam uso de protese total somente 19,27% foram
positivos. Nossos resultados corroboram com dados da literatura que apontam que a
infeccdo pelo virus pode ser potencializada pela mucosa lesada por trauma ou
abrasdo, o que pode ocorrer, por exemplo, com o0 uso de préteses totais dentarias
mal adaptadas, ou com condi¢Bes precarias de higiene(GIRAGLOU et al., 2001;
CULP; CRISTENSEN, 2004).

Dentre os pacientes que usavam proteses dentarias, encontramos 0s tipos
HPV6, 11,31,e 40, como o0s mais frequentes, sendo que o0s de baixo risco
oncogénico (LR-HPV) apresentaram maior prevaléncia (12,82%) quando
comparados aos 5% obtidos para os tipos de alto risco oncogénico (HR-HPV).
Outros estudos que avaliam a presenca de DNA de HPV na cavidade oral,
independente do uso de protese total dentaria, relatam maior frequéncia dos HPV 16
e 18, entretanto diferencas quanto a populacdo estudada e os meétodos utilizados
para genotipagem podem ser a justificativa para tal achado (CORRENTI et al., 2004;
INCA, 2012; MILLER, WHITE, 1996; TERAI et al., 1999;KUMARASWANY;VIDHYA,
2011; VIDOTTI, 2012).

Na cavidade oral, amplo espectro de gendtipos de HPV foram isolados, sendo
gue os tipos HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, e 35 isolados na mucosa oral normal
(CORRENTI et al., 2004; VILLERS, 2004; DOOBAR, 2015). Liamaz-Martinez et al.

identificaram os tipos HPV®6, 11, 16, 18, 31 e 33 em cavidade oral com e sem lesdes,
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sendo que na mucosa oral normal o HPV6 e o HPV11 foram os mais frequentes
(23,3% e 6,7%). Contrariando as evidéncias do estudo de Bottalico et al., (2011)
encontramos em nosso estudo gendtipos descritos com a-papilomavirus). Estudo de
prevaléncia realizado no EUA encontrou os HR-HPV16, 66 e 51 e os LR-HPV 62,55
e 89, enquanto que Kristoferson et al., (2012) evidenciaram os tipos HPVG6, 11 e 16.
No presente estudo houve maior prevaléncia dos tipos de baixo risco oncogénico
entre 0s pacientes que faziam uso de préotese, enquanto que entre 0s pacientes que
nao faziam o uso de prétese os tipos de alto risco oncogénico foram mais
prevalentes. Tal fato pode ser justificado considerando a diferenca entre a faixa
etaria predominante nos grupos, 84,62% dos pacientes que faziam uso de prétese
total tinham 46 anos ou mais, enquanto que entre 0s pacientes que ndo faziam uso
de prétese 60,24% tinham idade igual ou inferior a 45 anos. Individuos mais jovens
devido aos habitos sociocomportamentais, estdo mais expostos a infeccdo, com

maior variacao de tipos virais.

Segundo alguns estudos a maior prevaléncia da infeccdo por HPV ocorre em
pacientes jovens, com um pico de infeccdo bem nitido abaixo dos 25 anos. Apés
este periodo a prevaléncia da infeccdo tende a declinar em virtude do
estabelecimento da resposta imune especifica ao virus. Nos pacientes cuja infeccéo
nao é eliminada pela resposta imune, o virus tende a persistir, aumentando o risco
de transformacao maligna e surgimento de neoplasias (TROTTIER; FRANCO, 2006;
BASEMAN; KOUTSKY, 2005). Nosso estudo objetivou investigar pacientes com
idade de 30 anos ou mais, que se infectados, apresentassem infeccao viral
persistente, ou seja, com maior risco de progressao maligna.

Constatou-se nos resultados do presente trabalho que entre os pacientes sem
prétese dentaria, com mucosa oral normal, houve maior frequéncia de positividade
para o HPV em individuos =261anos (28,57%), sendo o maior numero de individuos
do genéro masculino (28,57%). No homem a maior faixa de prevaléncia da infeccao
nao abrange um grupo etario especifico e ndo se concentra entre individuos mais
jovens, em contraste com resultados para o sexo feminino. Estes achados sugerem
gue o individuo do sexo masculino pode apresentar potencial para persisténcia da
infeccdo em longo prazo e elevada taxa de reinfeccdo (SMITH et al., 2011).Tal
resultado corrobora com diversos autores que relatam que os meios de transmissao

para cavidade oral na maioria dos casos podme ser a transmissdo horizontal,
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relacdes sexuais e sexo oral independente do uso de prétese dentaria (GIRALDO et
al., 1996; ZURHAUSEN, 1996; GALO, 2012; MACHADO, 2013).

De acordo com a literatura, o fator de risco mais consistente para a infeccao
pelo HPV é o elevado numero de parceiros sexuais. Praticas envolvendo sexo oral
também tém sido amplamente associadas ao risco de infec¢éo pelo HPV. (D’SOUZA
et al., 2007; D’SOUZA et al., 2009). Llamas-Martinez et al. (2008) descrevem que o
aumento da incidéncia do HPV na mucosa oral tem relacdo direta com os fatores
comportamentais do individuo.

Parece também haver uma relacao entre o inicio precoce da atividade sexual
e um maior risco de aquisicdo da infeccao HPV, possivelmente pelo aumento do
tempo de exposicdo ao virus. Varios estudos transversais relatam que quanto mais
precoce o inicio da atividade sexual, mais provavel a infeccdo pelo HPV, assim a
esta varidvelsoma-sea outros fatores de risco, tais como o elevado numero de
parceiros ao longo da vida (BURCHELL et al., 2006; GRAVITT, 2011).

Apesar das hipoteses sobre o HPV ser transmitido para a regido oral em
funcdo de praticas sexuais, hdo ha um consenso perante 0s questionamentos
aplicados, uma vez que a maioria das respostas em questionarios soécio
epidemioldgicos baseiam-se em declaragbes do paciente (MACHADO, 2013). O
papel da préatica do beijo na boca na transmissdo do HPV oral também é bastante
discutido, uma vez que pelo estudo de D’Souza et al. (2009), houve maior
associacao da infeccéo pelo HPV entre os que declaram essa préatica e a despeito
de ndo declararem a pratica do sexo oral. Comprovadamente o comportamento
sexual € um importante fator associado a infec¢cdo, sendo o contato direto entre os
epitélios, ou seja, sem 0 uso adequado de protecéo, o fator responsavel ( D"'SOUZA
et al., 2009; COLPANI et al.,, 2016; CHEN et al., 2016). No presente trabalho a
pratica do sexo oral esteve associada a infeccdo por HPV em ambos o0s grupos,
tanto entre pacientes que utilizavam protese total como entre pacientes que néo
faziam uso, corroborando a importancia deste fator de risco na transmissdo da
infeccdo para este sitio anatémico.

A genopotipagem dos tipos virais detectados €& de relevancia,
considerando a cavidade oral e devido ao potencial risco de desenvolvimento de
lesdes malignas,induzidas pelos tipos de alto risco oncogénico. A TS-PCR aplicada
em nosso estudo objetivou a identificacdo dos tipos mais prevalentes na mucosa

oral assintomatica e em lesdes benignas e malignas (KREIMER et al., 2010). A



56

combinacdo de dois métodos de genotipagem (TS-PCR e RFLP) ainda € escassa
nos estudos epidemiolégicos, sendo bastante vantajosa na deteccdo de infeccbes
multiplas. Observa-se que a maior vantagem da utilizacdo da TS-PCR é a
capacidade de identificar um maior numero de genétipos de HPV, no entanto este
procedimento requer varias reacdes de amplificacdo, fato que demonstra a
inviabilidade do método para pesquisas em larga escala amostral(CARVALHO et al.,
2010). Entretanto, sabe-se que a técnica com maior precisdo de resultados na
genotipagem continua sendo o sequenciamento (Lee et al., 2009).

Embora o HPV seja predominantemente encontrado em praticamente todos
0s casos de cancer cervical, a prevaléncia da infeccdo pelo HPV na populagéao
masculina e na cavidade oral, também ¢é significativa, porém, é assintomatica na
maioria dos casos e estreitamente relacionada aos habitos de fumar e consumir
bebidas alcodlicas (FINN, 1997; ALLEGRA; GENNARI, 2000; PERUSSI et al., 2002;
VICENTE et al.,, 2002; KUMARASWAMY, 2011; GILLISON et al.,2012; KHODE et
al., 2014). No presente trabalho, de forma contraria & maioria da literatura, nao
houve diferenca estatisticamente significante entre a infeccdo para os géneros
masculino e feminino e nem associacdo com os habitos de fumar e consumir
bebidas alcodlicas, como discutido anteriormente devemos ressaltar que tais
hébitos, neste estudo foram auto declarados.

O tabagismo é citado como um dos principais fatores ambientais associados
ao aparecimento de patologias orais, inclusive aquelas induzidas pelo HPV, sendo
em alguns estudos considerado como cofator para a infeccdo das mucosas pelo
Papilomavirus Humano (VIDOTTI, 2012). Entretanto, outros autores como BUI et al.,
(2013) contestam este resultado,alicercados no possivel efeito do tabaco na
cavidade oral e orofaringea, considerando que o habito de fumar provoca o aumento
da queratinizacéo nas superficies das mucosas, tornado o epitélio menos suscetivel

a microtraumas.

Quanto ao consumo de alcool, vé-se, nesse estudo, que a incidéncia do
consumo alcodlico também foi reduzida e pouco expressiva, ressaltando também a
auto declaracdo deste habito. Estudos apontam para aumento da incidéncia de
neoplasias associadas ao HPV, enquanto que as mesmas associadas ao consumo
de alcool e tabaco tém diminuido, além disso, demonstram que o0 risco do

desenvolvimento destes tumores apresenta uma forte relacdo dose resposta com a
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frequéncia, duracdo e concentracdo do consumo do alcool e do tabaco (ALLEGRA;
GENNARI, 2000; PERUSSI et al., 2002; VICENTE et al., 2002; LEITE et al.,2005;
PEREIRA et al., 2007; SEROLI; RAPOPORT, 2009; BUI et al.,, 2013; LEE et al.,
2013;KHODE et al.,2014).

Todas as substancias ingeridas apresentam acfes especificas na mucosa
oral. O élcool, além de proporcionar o aparecimento de doencas gastrointestinais,
distarbios vasculares e perturbaces nervosas (INCA, 2011), facilita a absorcéo de
carcindbgenos na mucosa, em fungcdo da solubilizacdo de alguns agentes téxicos e
pelo aumento da permeabilidade celular, que pode ser acentuada em mucosa nao
gueratinizada e mucosa jugal, se comparada a tecidos queratinizados (MOLINA et
al., 2002; SMITH et al., 2004).

Quanto ao uso continuo de medicamentos e sua relacdo com a infeccao por
HPV na cavidade oral, temos que dentre as diversas classes de medicamentos
utilizados com ou sem prescricdo por um profissional de salde, algumas podem
causar reacfes adversas na mucosa oral. Estudo visando determinar a
hipossalivacdo em pacientes idosos demonstrou que mais de 80% dos
medicamentos prescritos causam xerostomia (GUPTA, EPSTEIN, SROUSSI, 2006).
Em nosso estudo pode-se observar o relato do uso de anti-hipertensivos e
antidepressivos, embora ndo ocorresse relacdo significante com a presenca de
HPVDNA. Segundo Loureiro et al. (2004), alguns medicamentos de uso sistémico,
ainda que ministrados corretamente, podem desencadear o surgimento de ulceras
na cavidade oral, que muitas vezes sdo decorrentes de hiperdosagem, como por
exemplo o uso de hipertensivos e antidepressivos.

A literatura nos indica que pessoas com saude bucal precéria e pessoas com
doenca bucal sédo, de modo significativo, sdo mais propensas a contrairem infec¢des
orais, entre elas as causadas por HPV. Estudos relatam que em pacientes com
saude bucal precaria a prevaléncia desta infeccado oral € elevada (PERRY et al.,
2015).Pacientes com doenga periodontal ou outros problemas relacionados aos
dentes, também mostram elevada frequéncia de infeccdo por este virus (BUI et al.,
2013). Em adigéo, é conhecida a relagdo entre o numero de dentes perdidos com
infeccdo oral por HPV (GILLISON et al., 2000; RIVERO; NUNES, 2006; SANCHEZ-
VARGAS et al.,, 2010; RIBEIRO et al.,, 2017). Estas descobertas em conjunto
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sugerem que a saude bucal precaria é um fator de risco para a infec¢do oral por
HPV.

No presente estudo, quando analisamos em conjunto as variaveis “uso de
prétese” e “pratica de sexo oral”, encontramos que o uso de protese representou 2,1
vezes maior chance de presenca do DNA de HPV na amostra obtida do paciente. No
caso especifico desse estudo, a presenca de microtraumas ocasionados pelo uso da
prétese total, poderia representar um importante fator predisponente a infecc¢ao,
associado a ma higienizacdo comumente observada nestes paciente. Na maioria
das vezes as condi¢cbes socioecondmicas de tais pacientes ndo sao propensas as
substituicdes preconizadas da prétese, considerando a vida util, ou entdo tais
pacientes por desconhecimento ou faltas de condicfes adequadas ndo procedem a

continua higienizacédo adequada.

O presente estudo mostrou a predisponibilidade dos pacientes que fazem uso
de prétese total dentaria aa presenca do DNA de Papilomavirus humano na
cavidade oral, mostrando inclusive a presenca de tipos de alto risco oncogénico e
infeccbes multiplas neste grupo. Além do uso de proétese total, a pratica do sexo oral
também foi considerada um fator predisponente a infeccdo por este virus,
ressaltando a importancia do contato sexual como meio de transmissdo. NOSSOs
resultados indicam a necessidade do acompanhamento periédico e orientacdo do
paciente que faz uso de protese total com objetivo de preservar as condicdes

basicas de saude bucal e monitorar o surgimento de lesdes com potencial maligno.

Nosso estudo limitou-se a avaliagéo da infeccdo por HPV na mucosa oral em
pacientes com ou sem protese total dentaria sem considerar o uso de proteses
parciais. Entretanto, o carater inédito e exclusivo de abordagem dessa populacgéo,
indicou que a mesma € constantemente exposta a habitos que predispbéem o
individuo a infeccdo. Podemos considerar que o numero de pacientes participantes
do nosso estudo também foi uma limitacdo, fato corroborado pela ocorréncia da
coleta em uma instituicdo de ensino, sujeito ao calendério letivo, além de outras
variagbes socioculturais.Portanto, apesar das dificuldades para elaboracdo e
conducdo, novos estudos prospectivos e transversais nessa populacdo séo
necessarios, visando fornecer uma base solida e concreta para a concepcdo de

estratégias eficazes de prevenc¢éao a infeccéo pelo HPV.



7CONCLUSOES

De acordo com os objetivos os achados do estudo demonstram que:

- O DNA de HPV foi detectado em 27,04% (33/122) dos pacientes envolvidos
no estudo.

- Os tipos virais mais prevalentes entre as amostras positivas para DNA de
HPV foram LR-HPVG6, e 11, e HR-HPV 16, 31 e 45.

- Entre os pacientes com protese dentaria total 43,59% foram positivos para

DNA de HPV e os tipos de baixo risco oncogénico foram mais prevalentes (12,82%).

-O uso de protese total dentaria e sexo oral foram comportamentos
associados a presenca do DNA de HPV, sendo que o uso de protese representou

2,1 vezes mais chances do paciente apresentar o DNA de HPV;,

- Entre os pacientes que ndo utilizavam protese total dentéria 19,27% foram
positivos para DNA de HPV, sendo os tipos de alto risco oncogénico mais

prevalentes (7%).
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: Infec¢&o pelo HPV em pacientes com ou sem protese total dentaria

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado, com o
objetivo de melhorar o diagnéstico e tratamento das lesGes bucais. Os dados fornecidos por
vocé para este estudo, bem como os resultados de seus exames, serdo sigilosos e
protegidos, sendo utilizados apenas para fins de pesquisa jamais associados a sua
identidade. O documento abaixo contém todas as informagBes necessdarias sobre a
pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo sera de muita importancia
para nés, mas se desistir a qualguer momento, isso hdo causara nenhum prejuizo a voceé.

Eu, (somente as iniciais), abaixo assinado (a)
concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntario(a) do estudo
Infeccdo pelo HPV em pacientes com ou sem proétese total dentéria. Declaro que obtive
todas as informacdes necessarias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto as
davidas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

1. O estudo se faz necessério para que se possa melhorar o diagnoéstico da infec¢éo
por Papilomavirus humano, bem como prevenir de forma mais eficaz o cancer de
boca;

2. ApGs meu consentimento sera realizada uma coleta por descamag¢do com uma
pequena escova, de regibes pré-estabelecidas da cavidade oral, mucosa bucal
direita (posicéo de alto a baixo), mucosa bucal esquerda (posicdo de alto a baixo),
lado direito, face dorsal e lado esquerda a 4°C até o momento da extracdo, sendo
estes métodos forma padréo de coleta para analise deste tipo de amostra, totalmente
seguros e necessarios para o diagnostico e tratamento, ndo oferecendo nenhum
risco e com o minimo de desconforto possivel;

3. A participagdo neste projeto ndo me acarretard qualquer 6nus pecuniario com
relagéo aos procedimentos médico-clinico-terapéuticos efetuados, e estou ciente que
nao receberei nenhuma forma de pagamento pela minha participacdo neste estudo;

4. Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacéo;

5. Estou ciente que caso eu nao consinta a utilizacdo da amostra para estudos futuros,
a mesma sera descartada de forma adequada.

6. A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo a minha satde ou bem estar fisico. Nao
vird interferir no atendimento ou tratamento médico;

7. Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo absoluto, mas
concordo que sejam divulgados em publicagbes cientificas, desde que meus dados
pessoais ndo sejam mencionados;

8. Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final
desta pesquisa,;

9. O beneficio por mim recebido se resumird na obtencdo de diagndstico preciso de
minha lesao, resultando em tratamento mais adequado;

10. Caso tenha alguma duvida ou reclamacao posso entrar diretamente em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
pelo telefone: 3345-7187.

11. Concordo que a amostra obtida seja utilizada em futuros estudos.
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(OBS: Caso concorde em participar do estudo proposto, por favor rubrique a
primeira pagina deste termo de consentimento livre e esclarecido)

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Paciente (Rubrica):

Testemunha 1:

Testemunha 2:

Responsavel pelo Projeto
Alessandra Cardoso da S. Nascimento
Cirurgid-Dentista, especialista e Mestre em Prétese dentaria

Laboratério de Imunologia da UFMS DPA/CCBS: (67) 33457388

Campo Grande, de de
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APENDICE B
QUESTIONARIO SOCIOEPIDEMIOLOGICO

Projeto: Infeccéo pelo HPV em pacientes com ou sem proétese total dentaria

1. Data: / / Numero do registro:

2. Idade:

3. Raca: ( ) Branca( ) Preta ( ) Parda  ( ) Amarela ( ) Indigena

4, Qual seu estado civil?

( ) solteiro( ) casado/com companheira  ( ) vidvo  ( ) separado

5. Nivel de Escolaridade

( ) Nunca freqiientou a escola( ) Fundamental incompleto ( ) Fundamental completo
( ) Nivel médio incompleto ( ) Nivel médio completo ( ) Ensino Superior Completo
( ) Ensino Superior Incompleto ( ) P6s Graduacgéo

6. Idade da primeira relacdo sexual:

7. Numero de parceiras nos ultimos dois anos:

8. Numero aproximado de parceiras desde a primeira relagao sexual:

9. Faz uso de preservativo (camisinha)? .

( ) N&o ( ) Sim ( ) As vezes
10. Faz sexo oral? ‘

( ) N&o ( ) Sim ( ) As vezes
11. Faz uso de drogas?

( ) Nao ( ) Sim Qual:

12. Relato de Doenga Sexualmente Transmissivel (DST)

( ) Nao ( ) Sim  Qual:

13. Faz uso do tabaco (cigarro, cachimbo, fumo)? .

( ) N&o ( ) Sim ( ) As vezes

Ha quanto tempo? (___) 6 meses ou menos ( )1a2anos ( ) 3a5anos ( ) + de 5 anos

14. Ingest&o de Alcool?

( ) N&o ( ) Sim ( ) As vezes
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Com que frequéncia? (___ ) diaria(___ ) 3 vezes por semana (___) 2 ou menos vezes por semana
Qual a bebida? (__ ) cerveja(___ ) cachagas, destilados, uisque

15. Faz uso de algum medicamento controlado?

( ) Nao ( ) Sim Qual:
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APENDICE C

TABELAS DE ESTATISTICAS E ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA
BINARIA

Variables in the Equation

95% C.I.for EXP(B)
B SE. Wald f Sig. | Exp(B) | Lower | Upper

Step1®  protese J33 | S 1840 1 AT | 2082 | 722 6007
seoral | 1233 | 639 | 37M 1 054|291 083 | 1019
Constant |  -887 | 426 | 4347 1 RIKTN IV

a. Variahle(s) entered on step 1 protese, sexoral.

Crosstab
protese
0 1 Total

HPV 0 Count 42 18 60
% within HPV 70,0% 30,0% 100,0%

% of Total 50,6% 21,7% 72,3%

1 Count 10 13 23

2 within HPV 43,5% 56,5% 100,0%

% of Total 12,0% 15,7% 27.,7%

Total Count 52 31 83
% within HPV 62,7% 37,3% 100,0%

% of Total 62,7% 37.,3% 100,0%
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Crosstab
sexoral
0 1 Total

HPWV 0 Count 31 29 60
2 within HPV 51,7% 48, 3% 100,0%

2 of Total 37,3% 34,9% 72,3%

1 Count 19 4 23

26 within HPV 82,6% 17,4% 100,0%

% of Total 22,9% 4 8% 27.7%

Total Count 50 33 83
% within HPV 60,2% 39,8% 100,0%

2 of Total 60,2% 39,8% 100,0%

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 49987 1 025
Continuity Correction® 3,929 1 047
Likelihood Ratio 4 895 1 027
Fisher's Exact Test 041 025
Linear-by-Linear 4938 1 026
Association
N of Valid Cases 83

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 8,59.
h. Computed only for a 2x2 table

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 6,646° 1 010
Continuity Correction® 547 1 020
Likelihood Ratio 7191 1 007
Fisher's Exact Test 012 ,008
Linear-by-Linear 6,566 1 010
Association
N of Valid Cases 83

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 9,14.

h. Computed only for a 2x2 table



Symmetric Measures

Value Approx. Sig.
Nominal by Nominal Phi ,245 025
Cramer's V 245 025

N of Valid Cases 83

a. Not assuming the null hypothesis.

bh. Using the asymptotic standard error assuming the

null hypothesis.

Symmetric Measures

Value Approx. Sig.

Nominal hy Nominal

N of Valid Cases

Phi
Cramer's 'V

-,283
283
83

010
010

a. Not assuming the

b. Using the asymptotic standard error assuming the

null hypothesis.

null hypothesis.
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ANEXO A

APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA
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™ UNIVERSIDADE FEDERAL DO
{f ' \;\, MATO GROSSO DO SUL - € ) gl ™™
R UFMS
Continumgdo do Parocer N6 200
da Satde « CCBSUFMS,
Objotlve da Posquisa:

Detoctor a Infocgao pelo HPV om paciontas com ou som protose total

Doteatar o prosenga do DNA da HPV om paclantes que utilizam proteso tolal; Detoctar o prosancs to HDNA
do MPV om paolentes que nlo fazorm uso de protese dental; Dotorminar os Hpos vitnis oncontrados nuy
amostras HPV posltivas; Assoclar a prosengn do DNA do HPV o 0% pos vitals onconirados aosaspocion
clinloos; Relaclonar a presenga do DNA de MPV o o4 lipos virals encontrados nos pardmotr oy
socloopldemlologioos analisados.

Avalingho don Riscos o Bonoficlos;

On riscos nlko comprometom nrealizagho da posquisa

Bonoflclon . Estabelocor uma corrolagho entre uso do protesos dontdnns o n infocgho pelo HPV s fhy
necossirn, pols a provongao cantinua o o dingnostico precoco podo sor n melhor forma do

roduzir o nimoro do Gasos Incidentos, assim com o auxilio do profissionais tanto g dren modica como
odontologion podem auxiliar & populagho para aprimorar-se na pravangho o oblor o molhor trntamoento
quando necessdrio

Comentérios o Conslidoragoos sobre o Pesquisa:

Panquisa ¢ de relovancin para i sociodade o comunidade médica o odontologica

Consldoragoos sobro os Tarmos do aprosontugho obrigatéria;

Todon os tarmos de aprosentagao obrigatona ostao prosontos

Rocomondagbon;
Conclusdons ou Pondbncias o Lista do Inadoquagbdon;
Aprovado

Situngho do Parecer;

Aprovado

Nocosulta Aprealngho da CONEP;
Nao

Consldorag6on Finals a aritério do CEP:

Hndorogo: P Reltora de Mosguise o Pox Crntungdol/ Jime

Balrro:  Caa Poutal 540 GEP; 70070110

ur; ma Municiplo;  CAMPO QUANDE

Tolofone: (07)4340. 7157 Faxi (07)30408:7107 Eanmie - blaotisadboopn Wi bi
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ANEXO B
AUTORIZACAO PARA COLETA DAS AMOSTRAS NA FAODO

Servigo Pablico Federal
Ministério da Educago
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

L4

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que autorizo a coleta de amostras da cavidade
oral dos pacientes voluntarios atendidos nas clinicas da Faculdade de Odontologia, com
a finalidade de participar do projeto de pesquisa “Infecgdio pelo Papilomavirus
humano em pacientes com ou sem prétese total dentaria, na cidade de Campo
Grande — Mato Grosso do Sul”, desenvolvido pela doutoranda Alessandra Cardoso
da Silva Nascimento do Programa de Pés-Graduagio em Satde e Desenvolvimento na

Regido Centro-Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Campo Grande, 14 de agosto de 2014.

Faculdade de Odontol

Cidade Universitéria, s/n Caixa Postal 549 i.:one: (67) 3345-7681
CEP 79070-900 Campo Grande (MS)
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