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Resumo

A imunoglobulina A secretéria € um importante fator de protecdo da
superficie das mucosas. Obijetivo: verificar a presenca do DNA-HPV na cavidade
oral de pacientes portadoras de HPV genital, quantificar os niveis de IgA secretéria
na saliva de mulheres portadoras do virus e correlacionar com a pratica do sexo
oral e tabagismo. Pacientes e Métodos: Um total de 220 mulheres (103 com
HPV genital e 117 sem esta infec¢do) que foram atendidas nos ambulatérios do
Centro de Atendimento Integral a Saude da Mulher (UNICAMP) coletou saliva
para a quantificacao da IgAs por técnica de nefelometria. A pesquisa do DNA-HPV
por PCR foi feita em 140 (70 com HPV genital e 70 sem esta doenca) das 220
mulheres ingressadas no estudo. Ap6s anamnese detalhada foram realizados
0s exames: ginecoldgico, citologico e colposcélpico que identificaram ou ndo a
presenca do HPV na regiao genital. O diagnéstico definitivo do HPV genital foi
realizado por exame histoldgico. Andlise estatistica utilizada foi bivariada e
multivariada. Resultados: A prevaléncia do HPV na cavidade oral de mulheres
com HPV genital foi significativamente maior que nos controles (37,1% vs 4,3%

P < 0.0001). A andlise bivariada identificou que as presengcas de HPV oral,
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pratica de sexo oral e tabagismo determinaram niveis de IgA secretoria salivar
significativamente baixos. Apds analise multivariada de regressdo, apenas a
presenca do DNA-HPV na cavidade oral e o HPV genital foram relacionados a
presenca de niveis baixos da IgAs. Da mesma forma, o risco de ter o HPV oral
foi dependente dos baixos niveis de IgAs e da presenga do HPV na regidao genital.
Conclusao: A prevaléncia do HPV foi significativamente maior na cavidade oral
das pacientes portadoras do HPV genital do que nas nao portadoras e os niveis
salivares de IgA secretdria total foram, significativamente inferiores nas pacientes
portadoras da infeccao pelo HPV na cavidade oral e/ou nos genitais. As praticas
de sexo oral e o tabagismo nao estiveram relacionados a presenga do HPV oral

e nao influenciaram nos niveis salivares de IgA secret6ria total.
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Summary

The salivary secretory IgA is a humoral factor for the immune protection
of mucosal surfaces. Objectives: to check the frequency of HPV in the oral
cavity of women diagnosed with genital HPV infections, quantify the salivary
secretory IgA titers in saliva of HPV infected women, and correlate it to sexual
practices and tobaccoism. Subjects and Methods: A total of 220 women (103
with genital HPV and 117 controls) attended in Campinas University, collected
saliva to quantify secretory IgA by nephelometry techniqgue. DNA-HPV PCR test
was performed in 140 (70 with genital HPV and 70 without genital HPV) out of
220 women studied. After detailed anamnesis, general physical, gynecological
and oral examinations were performed. The diagnosis of genital HPV infection was
confirmed histologically. The statistical analyses were bivariate and multivariate.
Results: The prevalence of oral HPV in genital infected women was significantly
higher than the controls (37.1% vs4.3% -p value < 0.0001). The statistical bivariate
analysis identified, oral and genital HPV, oral sex and tobaccoism in determination
of lower salivary secretory IgA titers. After multivariate analysis only oral and

genital HPV was determinant to lower salivary secretory IgA titers. Similarly, the
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chance of oral HPV was dependent of lower salivary secretory IgA titers and genital
HPV. Conclusion: The prevalence of oral HPV was higher in the epithelium of the
oral cavity of women with genital HPV. The salivary secretory IgA titers were
significantly lower in women with oral and genital HPV. The practices of oral and

anal sex do not seem to influence the carriage of HPV in the oropharynx.
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1. Introducao

A infeccao pelo Papilomavirus Humano (HPV) € atualmente uma das
doencas sexualmente transmissiveis mais prevalentes em todo o mundo

(SYRJANEN, 1997; WIELAND e PFISTER, 1997).

Este virus apresenta especificidade pelo epitélio de revestimento da pele
e mucosas, podendo induzir a formacéo de condilomas, papilomas e neoplasias
(WIELAND e PFISTER, 1997). Em virtude do seu potencial oncogénico ja bem
estabelecido, o HPV é um fator determinante na carcinogénese em diversos
sitios de infeccao. O HPV poderia determinar a formacéao de lesdes clinicas
(condilomas), quase sempre, de baixo potencial oncogénico ou lesdes subclinicas,
pré-neoplasicas e neoplasicas, causadas, na maioria das vezes, por tipos virais de
alto risco oncogénico (HAUSEN, 1986; HAUSEN, 1997; WIELAND e PFISTER,
1997; ANDERSON et al., 2001). Apesar disto, ndo se sabe exatamente ainda o

real determinismo das lesdes clinicas ou subclinicas.

O HPV pode habitar, de forma nao patogénica, a mucosa oral,

morfologicamente, normal. Em 1992, KELLOKOSKI et al., estudaram 334 mulheres
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com infecgdo genital pelo HPV, utilizando hibridizacdo por Southern blot e
observaram que 15% de bidpsias com mucosa oral, clinicamente normal, continham

HPV. A técnica de PCR aumentou a positividade do total da amostra para 29,4%.

GIRALDO et al. (1996) evidenciaram, através de esfregaco citolégico da
cavidade oral, alteracdes citolégicas, fortemente, sugestivas desta infecgcdo em

6% das pacientes portadoras de HPV genital.

Posteriormente, TERAI et al. (1999) observaram através de PCR, uma
alta prevaléncia (56,7%) de HPV na cavidade oral normal de adultos de ambos

0S SeXo0s.

Apesar da alta prevaléncia dessa doenca, somente uma pequena
percentagem de individuos desenvolve as neoplasias. A infeccao pelo HPV, na
maioria das vezes, é transitoria e assintomatica, entretanto, por algum motivo,
pode apresentar-se de forma persistente, culminando com o aparecimento de
tumores (HAUSEN, 1986; HOWLEY, 1991; LORINCZ et al., 1992; WIELAND e

PFISTER, 1997).

A descoberta do DNA-HPV 11, 16 e 18 por hibridizacdo, em patologias
orais neoplasicas e ndo-neoplasicas, sugere a participacao do HPV na génese
dessas entidades (SYRJANEN, 1997). A carcinogénese oral é um processo de
multiplos estagios, que envolve a infecgdo por HPV de alto risco oncogénico
€ a associacdo com outros cofatores, tais como tabagismo e alcoolismo

(SARANATH et al., 1999).
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Hoje se pode inferir que os tipos virais, a carga viral e sua persisténcia
nao seriam, por si sO, suficientes para explicarem a transformagdo de um
processo infeccioso em neoplasico. Além do HPV, fatores adicionais seriam
necessarios para transformar a infeccao ou leséo tecidual promovida pelo virus
em lesdao pré-neopldsica ou carcinomatosa. Existem elementos que, quando
associados a infeccao pelo HPV, podem contribuir para a persisténcia da
infeccdo, potencializando a capacidade oncogénica deste virus. Entre esses,
podemos destacar o nimero de parceiros sexuais nos ultimos dois anos, o habito
de fumar e outras infecgdes genitais, tais como: herpes, clamidia e micoplasma

(SYRJANEN, 1997; DERCHAIN et al., 1999).

Contudo dentre todos esses fatores, a resposta imunolégica de cada
individuo, parece ser o principal determinante para a ocorréncia, progressao e
recorréncia da infeccéo pelo HPV. O papel da imunidade foi demonstrado pela
freqiéncia aumentada de infec¢des clinicamente manifestas em individuos
imunodeprimidos e também pelo aumento das células de defesa (células
mononucleares, CD4 e macréfagos) nas lesGes papilomatosas em fase de

regressdo (BENTON et al.,1992; HOPFL et al., 1995).

A associagao existente entre a infeccao pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e a progressdao de lesbdes induzidas pelo HPV reforca esta
afirmacédo. A imunossupressao, causada pelo HIV, funciona como catalisador,
favorecendo a evolucao de lesdes pré-neoplasicas para o cancer, além do fato

de que os tipos virais de HPV de alto risco oncogénico interagem na resposta
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do sistema imunoldgico, subvertendo a imunidade e promovendo a persisténcia
viral, outro agravante de relevancia no processo evolutivo da doenga (CHIRGWIN

et al., 1995; SEDLACEK, 1999).

O aumento das infecgbes orais, em pacientes portadores de imunodeficiéncia
(HIV), também justifica a importancia de investigar a resposta imunolégica da

mucosa oral a agentes infecciosos (ANTEY], et al., 2003).

Essas e outras evidéncias tém demonstrado que a imunidade do
hospedeiro pode estar entre os principais fatores que irdo definir a histéria

natural da infec¢ao pelo HPV (SCOTT et al., 2001).

A imunidade inata ou natural proporciona as barreiras iniciais de defesa
contra 0os microrganismos. Os componentes principais da resposta inata sdo os
epitélios que atuam como barreiras fisicas e funcionais, as células fagociticas
(neutrdfilos polimorfonucleares, mondcitos, macréfagos) que engolfam os
microrganismos e os destroem pela producdo de substancias microbicidas e o
sistema complemento, constituido por proteinas plasméaticas do sangue que
conferem protecdo ao organismo antes dos anticorpos serem produzidos (ROITT
et al., 2003). A resposta imune inata, além de combater as infec¢des, induz a
subsequiente imunidade adquirida, ao emitir sinais, através da liberacdo de
substancias sinalisadoras (citocinas), pelas células de defesa e células epiteliais
envolvidas no processo. As citocinas sdo essenciais para iniciarem as respostas
dos linfécitos T e B antigenos especificos (GORCZYNSKI e STANLEY, 2001;

ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003).
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A resposta imune tardia ou adquirida se faz basicamente através da
producdo de imunoglobulinas (resposta humoral) ou pela ativacdo de células
especificas de defesa (resposta celular mediada). Obviamente, estas respostas
néo se processam isoladamente. Existe interacdo entre ambas, determinada
por varios fatores, mas principalmente pelo agente infeccioso que necessita ser
erradicado. As substancias estranhas que induzem essas respostas sao

chamadas de antigenos (ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003).

As principais caracteristicas da imunidade adquirida sdo a sua meméria e
capacidade de responder, mais vigorosamente, as repetidas exposicdes ao mesmo
microrganismo. Em razao de sua extraordinaria capacidade de distinguir entre
diferentes microrganismos e macromoléculas, €, também, designada imunidade

especifica. Os componentes da imunidade adquirida sdo os linfocitos e seus produtos.

Esse tipo de imunidade se estabelecera pela migracao de linfécitos para o

local, onde ocorre o estimulo antigénico (ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003).

Os linfécitos sao responsaveis pelo reconhecimento imune especifico dos
patdgenos e pela inducédo das respostas imunes especificas. Todos os linfécitos
derivam de células-tronco da medula 6ssea, mas os linfocitos T sofrem o processo
de desenvolvimento no timo, e os linfocitos B, na medula 6ssea. Os linfocitos T
se constituem em varias subpopulag¢des diferentes com variedade de fungoes.
Uma subpopulacao interage com as células fagociticas auxiliando-as na destruicao
de patégenos intracelulares. Sdo chamadas células T, auxiliares do tipo 1 (Ta1)

ou T helper 1 (Th1). Uma outra subpopulagédo interage com as células B,
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auxiliando-as na divisao, na diferenciagéo celular, na producdo de anticorpos e séo
conhecidas como células T auxiliares do tipo 2 (Ta2) ou T helper 2 (Th2). Um
terceiro grupo € de linfocitos T citotdxicos (Tc), responsavel pela destruicao
das células do hospedeiro que se tornaram infectadas por virus ou parasitas

intracelulares (McGUIRK e MILLS, 2002; ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003).

O tipo de antigeno, usualmente, determina a citocina ou peptideo, a ser
secretado pelo leucécito ativado. Na dependéncia da citocina secretada, o
hospedeiro produz uma resposta imune pré-inflamatéria (Tal) que produz
citocinas (interleucinas) pré-inflamatorias (IL-1, IL-2, interferon, etc) ou uma resposta
antiinflamatéria Ta2 que resulta na producao de citocinas antiinflamatoérias: IL-4,
IL-5, IL-10, IL-13, etc. Enquanto as citocinas pro-inflamatérias induzem a imunidade
celular, pelo estimulo das células fagocitérias, as citocinas antiinflamatorias
deprimem essa via, favorecendo a resposta imune humoral, que estimula a
producao de anticorpos (MOSMANN et al., 1986; McGUIRK e MILLS, 2002;

ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003).

As moléculas de anticorpos sao sintetizadas e secretadas pelos linfécitos B,
responsaveis pela imunidade humoral. Os anticorpos sao distribuidos nos fluidos
biol6gicos ou se inserem muitas vezes, na superficie de outras células efetoras
imunes. O linfocito B codifica um receptor de superficie especifico para um
determinado antigeno. Explicando melhor, cada antigeno estimula a producao de

anticorpos direcionaveis, apenas, a sua prépria molécula, ou seja, cada anticorpo
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pode inibir ou neutralizar, apenas, o antigeno contra o qual ele foi criado

(GORCZYNSKI e STANLEY, 2001; ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003).

Ao penetrar no organismo, um antigeno é fagocitado pelos macréfagos
do tecido linféide. A seguir, o antigeno é apresentado pela célula apresentadora
de antigenos (APC) aos linfocitos B adjacentes, iniciando um processo de
diferenciacao celular, resultando em plasmécitos que se reproduzem, gerando
anticorpos especificos para o antigeno invasor (GORCZYNSKI e STANLEY,

2001; McGUIRK e MILLS, 2002; ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003).

Os anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas, séo glicoproteinas
heterogéneas bifuncionais secretadas pelos linfécitos B diferenciados ou
plasmécitos. As imunoglobulinas (lg) constituem uma familia de glicoproteinas,
estruturalmente, semelhantes. Todos os anticorpos tém uma estrutura simétrica
central de duas cadeias pesadas idénticas, ligadas, covalentemente, e duas
cadeias leves idénticas, cada uma delas ligada a uma das cadeias pesadas

(ROITT et al., 2003).

As imunoglobulinas sdo classificadas em diferentes classes e subclasses,
com base nas diferencas na regido C das cadeias pesadas e nas suas

propriedades funcionais.

As imunoglobulinas sdo divididas em cinco classes, liberadas em uma
seqUéncia especifica, no contexto da resposta imunoldgica, designadas IgM,

IgD, IgE, IgG e IgA (ABBAS et al., 2003).
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A Imunoglobulina A (IgA) representa 5-20% do total de imunoglobulinas
humanas séricas, sendo o ultimo grupo de anticorpos produzidos na resposta
imunoldgica. A IgA tem meia-vida de, aproximadamente, uma semana. A maior
parte da IgA é encontrada nos tecidos linféides associados as mucosas,
embora quantidades minimas, também, sejam detectadas na circulacdo. Essa
imunoglobulina localiza-se, principalmente, no trato gastrintestinal e nas secrecoes
mucoserosas como saliva, colostro, leite, secrecoes traqueobronquiais, geniturinarias,
tendo a funcéo de proteger as mucosas, nas quais forma uma barreira protetora
no limem das vias aéreas, trato gastrintestinal e trato geniturinario (GORCZYNSKI

e STANLEY, 2000).

A IgA esta presente em todas as superficies externas, com excecao da
pele, impedindo a ligacdo dos microrganismos com os epitélios. A IgA liga-se aos
antigenos, formando complexos antigenos-anticorpo os quais sdo removidos pela
mucina secretada pelos tecidos glandulares dos diferentes sitios de mucosas

(EGMOND et al., 2001; ROITT et al., 2003).

A IgA, associada a mucosa, € secretada, de forma dimérica, pelos
plasmécitos existentes na lamina proépria. O transporte do anticorpo da lamina
para a mucosa é iniciado, quando a IgA dimérica liga-se a uma proteina
(componente secretério) presente na superficie das células epiteliais. A IgA
sofre endocitose, é transportada para dentro da célula epitelial e chega a

superficie luminar da célula epitelial, onde o0 componente secretorio é clivado e
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a IgA conserva um fragmento desse componente, enquanto o restante da

proteina continua ligado a célula epitelial (GORCZYNSKI e STANLEY, 2001).

A IgA, liberada na luz das mucosas intestinais, respiratérias e geniturinarias,
€ conhecida como IgA secretéria, devido ao fato de conservar o fragmento do
componente secretério. A IgA secretdria é bifuncional, ligando-se aos microrganismos
antes que eles penetrem a Iamina propria das mucosas, além de estimular o
sistema complemento (GORCZYNSKI e STANLEY, 2000; EGMOND et al.,

2001; ABBAS et al., 2003).

O papel da IgA secretoria na protecdo das mucosas ja estda bem
estabelecido, entretanto este ndo se efetua de forma isolada e, sim, dentro de
um contexto bem definido que se constitui o sistema imune especifico de
mucosas ou MALT (mucosal associated lymphoid tissue) (BRANDTZAEG et al.,
1999; GORCZYNSKI e STANLEY, 2000; EGMOND et al., 2001; ABBAS et al.,

2003; ROITT et al., 2003).

O MALT é constituido pelos epitélios mucosos (barreiras de protecéao
contra agentes infecciosos) e células de defesa, principalmente os linfécitos e as
células acessérias, muitas vezes organizadas em estruturas distintas, lembrando
foliculos linféides que ficam localizados abaixo dos epitélios (BRANDTZAEG et

al., 1999; GORCZYNSKI e STANLEY, 2000).

O MALT é o principal produtor da IgA secretéria sendo esta, a efetora

primaria da imunidade nas mucosas, e sua funcao é preponderante sobre as
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outras imunoglobulinas (BESSEN e FISCHETTI, 1989; CHILDERS et al., 1989).
O MALT protege o organismo contra agressores que penetram diretamente
através do epitélio da superficie das mucosas e é rico em tecido linfoide
associado as mucosas do trato gastrintestinal (GALT), respiratério (BALT) e
geniturinario. Nestes locais, a IgA é secretada diretamente na superficie da
mucosa epitelial do trato, constituindo o principal mecanismo efetor de resposta

imune (ROITT et al., 2003).

Nas mucosas, a IgA é produzida em quantidades maiores do que qualquer
anticorpo, principalmente em razdo da extensao da superficie intestinal. Como a
sintese da IgA ocorre, principalmente, nos tecidos linféides das mucosas e o
transporte para o limen destas é muito eficiente, este isotipo constitui menos de
um quarto dos anticorpos presentes no plasma (IgA sérica) e é o menor
componente do sistema imune humoral quando comparado com IgG e a IgM

(BRANDTZAEG et al., 1999; GORCZYNSKI e STANLEY, 2000).

A razdo pela qual sdo produzidas maiores quantidades de IgA nas
mucosas, € que a troca de isotipos para IgA ocorre, mais eficientemente, no
tecido linféide da mucosa e as células T, produtoras de citocinas, estimulantes
de IgA sdo mais numerosas nas mucosas do que nos outros tecidos linféides.
As células B, produtoras de IgA, parecem ter uma especial propensado a

residirem nas mucosas (ABBAS et al., 2003).

As respostas imunes aos antigenos orais diferem, em alguns aspectos

fundamentais, das respostas aos antigenos encontrados em outros sitios. As
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duas diferencas mais marcantes sdo os altos niveis de producao de anticorpo
tipo IgA associados aos tecidos das mucosas e a tendéncia de imunizacao oral
com antigenos protéicos, induzindo tolerancia ao invés de ativagdo das células
T, inibindo a resposta imune celular e estimulando a resposta humoral (ABBAS

et al., 2003).

Na cavidade oral, parece haver predominancia dessa imunoglobulina nas
secrecdes externas, nos plasmécitos tissulares e no interior das glandulas
salivares. Acredita-se que a IgA secretoria, por possuir estrutura polimérica mais
resistente a degradacao proteolitica, possa neutralizar alguns tipos de virus
mais efetivamente, que a IgA sérica. Esse fato, talvez, explique a resisténcia

natural da cavidade oral a infec¢des.

Observa-se que nos pacientes imunodeprimidos ocorrem variagdes nos
niveis de IgA sérica e secretéria, decorrentes, provavelmente, de alteracdes
de imunidade local da mucosa, refletindo-se em aumento consideravel de
infeccbes na cavidade oral (BRANDTZAEG et al., 1999; ABBAS et al., 2003;

ANTEY]I, et al., 2003).

A IgA na cavidade oral inibe a aderéncia de microrganismos, neutraliza
viroses e toxinas, além de regular e equilibrar a flora colonizadora das mucosas
expostas ao meio externo (RUSSEL e MESTECKY, 1988; BRANDTZAEG et al.,

1999: EGMOND et al., 2001) (Figura 1).
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A IgA esta associada ao controle das infec¢des virais nas mucosas
(BRANDTZAEG et al., 1999; RUSSEL e MESTECKY, 2002). Apesar das
semelhangas entre as mucosas oral e genital, a infec¢do pelo HPV, faz-se notar
muito mais nos genitais que na cavidade oral. A cavidade oral deve ser dotada
de mecanismos de defesa especificos, entre eles a IgA secretdria, podendo ser

um importante fator de protecéo contra infec¢des virais (HPV).

Podemos considerar ainda a possibilidade de que individuos infectados
sejam imunocompetentes de forma sistémica e apresentem deficiéncia imunoldgica
de IgA secretéria total por causas diversas (sistémicas ou locais), especifica e

transitéria para alguns agentes infecciosos virais, tais como o HPV.

s

E possivel imaginar que individuos infectados com virus de alto risco e
com resposta imune especifica para o HPV mais adequada, tenham uma
evolucao da doenca mais favoravel do que aqueles com infeccao com virus de

baixo risco, mas sem resposta imune apropriada.

Faz-se necessario portanto, conhecimentos mais aprofundados da resposta
imune das mucosas genitais e orais. Somente, desta forma, pode-se ter uma melhor
compreensao da evolucao natural da infeccédo pelo HPV, da sua fisiopatogénese
e consequentemente proporem-se novas terapéuticas, que vise o combate ao

HPV em termos imunoldgicos, talvez de forma mais efetiva.
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TRANSCITOSE DE IgA

Figura 1. Transcitose de IgA. Inibicdo da aderéncia de patégenos, imobilizagdo
das bactérias e neutralizagdo dos seus produtos, eliminagdo de antigenos da
lamina prdpria e a neutralizagao de virus intracelulares (EGMOND et al., 2001).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Verificar a presenca do DNA-HPV e da resposta imune da mucosa oral

em mulheres com e sem lesées HPV induzidas nos genitais.

2.2. Objetivos especificos

1. Estabelecer e comparar a prevaléncia do DNA-HPV na mucosa
orofaringea de mulheres portadoras e ndo portadoras de lesées genitais

HPV induzidas.

2. Quantificar e comparar os niveis de IgA secretéria total na orofaringe

de portadoras e nao portadoras do virus do HPV.

3. Correlacionar a presenca do virus do HPV e os niveis de IgA secretéria

total salivar, com praticas sexuais e tabagismo.
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3. Sujeitos e Métodos

3.1. Desenho do estudo

Estudo de corte transversal, comparativo e nao intervencional.

3.2. Tamanho amostral

Os grupos considerados, neste trabalho, para andlise comparativa foram
constituidos de mulheres portadoras de lesdes clinicas induzidas pelo HPV nos
genitais e de mulheres nao portadoras de lesdes clinicas induzidas pelo HPV
nos genitais. A prevaléncia estimada de imunoglobulinas especificas do tipo A,
na cavidade oral de mulheres portadoras de lesdes clinicas induzidas pelo HPV
(PCR) foi de 54% [P1=0,29] (Marais et al., 2001). Fixou-se uma diferenca
absoluta entre as proporcées nos dois grupos, de 15% (P2=14%). O erro tipo |
foi fixado em 5% e o erro tipo Il em 20%, o que resultou em um grupo de 70

mulheres portadoras de lesbes induzidas pelo HPV [n1] e em outro grupo de 70
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mulheres ndo portadoras de lesdes clinicas induzidas pelo HPV nos genitais.

[n2] (Marais et al., 2001).

3.3. Selecao de sujeitos

Inicialmente, foram convidadas, a participar do estudo, mulheres sexualmente
ativas que apresentaram lesdes genitais clinicas (condilomas genitais) confirmadas
por exame histopatolégico. O grupo de nao portadoras foi constituido por outras
mulheres também sexualmente ativas, porém sem lesdes clinicas ou subclinicas
induzidas pelo HPV, escolhidas mediante trés exames seriados de citologia e
colposcopia normais. Todas as mulheres foram atendidas de forma sequencial

no Ambulatério de Infecgdes Genitais do CAISM — UNICAMP.

3.3.1. Critérios de inclusao

Estar entre 18 e 45 anos

Estar no menacme

Ser sexualmente ativa ha mais de seis meses

Disponivel para participar do trabalho

3.3.2. Critérios de exclusao

e Gravidez

e Presenca de quadros inflamatorios evidentes que n&do sejam HPV
induzidos na cavidade oral.
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e Uso de imunossupressores nos ultimos 30 dias
e Presenca de doencas cronicas degenerativas

e Ser alcodlatra e/ou dependente de drogas

3.4. Definicao de variaveis e conceitos

3.4.1. Variaveis dependentes

¢ Presenca do DNA-HPV na cavidade oral: confirmada por estudo de
biologia molecular (PCR). Classificado em presente ou ausente.

e Niveis de IgA secretdria total: determinados em mg/dl por técnica de

nefelometria na saliva.

3.4.2. Variaveis independentes

e Presenca de LesoOes induzidas pelo HPV: clinico ou subclinico,
confirmado ou excluido por exames; citolégico, colposcépico e
histopatologico. Classificado em presente ou ausente.

e Tabagismo: presente ou ausente, conforme pratica regular nos

ultimos seis meses, referido pela mulher.

e Numero de cigarros: fumados diariamente pela paciente nos ultimos

6 meses.

e Numero de parceiros sexuais: referido pela mulher em ndmero,

desde a primeira relacao até o momento de ser admitida no estudo.

e Frequéncia de relacoes sexuais vaginais: categorizado em numero

de vezes por més.
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e Pratica de sexo oral receptor: de acordo com o referido pela mulher
— pratica positiva, quando o contato boca-vagina ocorrer, pelo menos, uma
vez por més; pratica negativa, quando esse ocorrer numa freqténcia

menor ou iSso ou nunca ter ocorrido.

e Pratica de sexo oral doador: de acordo com o referido pela mulher —
pratica positiva, quando o contato boca-pénis ocorrer, pelo menos, uma
vez por més; pratica negativa, quando esse ocorrer numa freqiiéncia

Menor ou iSso ou nunca ter ocorrido.

3.4.3. Variaveis de controle

e |dade: em anos completos por ocasido da consulta.
e Cor da pele: conforme observagao do pesquisador: branca e nao branca.

e Método anticoncepcional: Conforme informagao da paciente, positivo

ou negativo.

e Numero de partos: niumero de partos com gestacoes superiores ha

20 semanas.

e Numero de abortos: nimero de perdas gestacionais com 20 semanas

Oou menaos.

e Historia de DST: referida pela paciente até um més antes da entrevista,

presente ou ausente.

3.5. Acompanhamento dos sujeitos

Em mulheres, sabidamente, portadoras de condilomas genitais (HPV clinico),

foi realizada bidpsia das lesdes, como de rotina, no Ambulatério de Infecgbes
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Genitais. Os fragmentos de bidpsia, encaminhados para exame histopatolégico,
foram fixados em formalina a 10% em frascos de plastico descartaveis os quais

também foram identificados com o nome da paciente e numero da ficha.

O material foi processado em bloco de parafina e corados segundo a
técnica de Hematoxilina-eosina (HE), para leitura e classificacao, segundo critérios
do Departamento de Anatomia Patolégica da FCM/UNICAMP, pelo patologista
inserido no estudo. Para fazer parte do grupo de ndo portadoras, as mulheres
deveriam ter trés exames de citologia oncoldgica negativos para lesées induzidas
pelo HPV, nos altimos trés anos e exame colposcélpico na data do estudo sem

imagens colposcoépicas alteradas.

3.6. Coleta de material para identificacao do HPV por técnica de PCR

Foi realizada coleta de material celular raspando-se suavemente no palato
duro, pilares anteriores e bochechas da cavidade oral com swabs estéril de
Dacron. O material foi colocado em 1ml de solugéo salina tamponada com fosfato

(PBS) e congelada a menos 70° C.

3.7. Coleta de material para dosagem de IgA Secretoria

De cada paciente, foi coletado 1ml de saliva pura, acondicionada em
tubo cdnico de Eppendorf. O material foi, imediatamente, centrifugado (Centrifuge
— 5415C Eppendorf - 600 x g) durante 12 minutos e congelado a ~ 70° C para

futura mensuragéao de IgA secretoria.
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3.8. Diagnésticos laboratoriais

3.8.1. Deteccao do HPV por PCR

O material coletado foi reaquecido e processado extraindo-se o DNA
viral, mediante protocolo testado, adaptado e preconizado para deteccao do HPV,
em material proveniente da cavidade oral (HERRINGTON e MCGEE, 1992)
realizado no laboratoério de biologia molecular CITOCAMP. Para a deteccéo do
DNA, utilizaram-se os "primers" MY09 e MY 11, que flanqueiam com a regido L1 do
genoma do HPV (regidao conservada do virus). Em todos os testes correu-se em

paralelo uma amostra de controle positiva e uma amostra de controle negativo.

Seguiram-se, rigorosamente, as seguintes etapas:

e Iniciou-se com a centrifugacao do material a 14000rpm por cinco minutos.

e Descartou-se, em seguida, o sobrenadante, com posterior digestdo com
proteinase K (20mg/ml) e o volume final da digestéao foi de 500 uL com
tampao, contendo 50mM Tris-HCI (pH 8,5) e 1TmM EDTA.

e ApOs a digestao, purificou-se a amostra pelo método fenol/clorofémio, v/iv
de fenol, e inverteu-se o tubo,. centrifugou-se por 30 min. a 14000rpm,
transferiu-se o sobrenadante para um tubo eppendorf novo.

e Adicionou-se o mesmo volume de fenol/cloroférmio (25:25). Centrifugou-se
por 30 min. a 14000rpm. Transferiu-se o sobrenadante e adicionaram-
se 500uL de ETOH absoluto. Centrifugou-se novamente por 30 min. a
14000rpm.

e Descartou-se o0 sobrenadante e adicionaram-se 70uL de ETOH 70% e
centrifugou-se novamente por 10 min. a 14000rpm.
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e Descartou-se, novamente, o sobrenadante, deixou-se secar a temperatura

ambiente por 15 min. e adicionaram-se 100uL de TE 1X.

Para a amplificacao, foram utilizados uns volumes finais de 50uL, 10mM
dNTPs, 10mM Tris-HCI (pH 8,3), 50mM KClI, 2.,5mM MgClz, 20pmol de cada
"primer”, 2.,5U of Tagq DNA polymerase (Invitrogen™), 200ng de DNA. Apéds a
amplificacédo, obteve-se um fragmento de 450pb. Como controle de qualidade
do DNA e da reacao, foi realizada a amplificagdo do gene da p-globina humana,
utilizando-se os "primers" RS42 e KM29, obtendo-se um produto de PCR de

536pb.

Utilizou-se o seguinte protocolo para a amplificacdo: desnaturacdo a
94°C por cinco minutos um ciclo; 40 ciclos de 94°C — 1 min. (desnaturagéo),
55°C — 1mim. ("anneling"), 72°C — 2min (extens&o), e 1 ciclo de cinco minutos a
72°C de extensado final (HERRINGTON et MCGEE, 1992). Ao término da
amplificacéo, aplicaram-se 5uL do produto da amplificagdo com 2uL de azul de
bromofenol e a mistura foi aplicada em gel de agarose a 1,5% para realizagcao da
eletroforese. Ao término da eletroforese, o gel foi corado em solugéo de brometo de
etideo e colocado em um transiluminador de luz UV, para verificagdo da correta
amplificacdo. Quando se observou a presenga de uma banda de 536pb (u-
globina) e outro de 450pb (HPV), o resultado foi considerado como positivo,
pois houve a amplificagdo do controle e do DNA viral, e quando se observou,

apenas, uma banda de 536pb, o resultado foi considerado negativo.
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3.8.2. Dosagem de IgA secretodria salivar total

As amostras de saliva ndo diluidas foram submetidas a quantificacao de
IgA secretéria salivar total por técnica de nefelometria, com reagente Human IgA e
em nefelémetro BN 2 (Dade Behring, Marburg, Germany). Todas as amostras
foram testadas em duplicata. O aparelho foi calibrado e atingiu niveis de

sensibilidade de 1,5mg/dl.

Material Utilizado:

e Nefeldmetro BN 2 (Dade Behring, Marburg)
e Solucao tampao (buffer de polietileno-GLICOPEG)
e Amostra de saliva (antigeno)

e Reagente (anticorpo anti-lgA — Human IgA)

3.8.3. Execucao

O tampao e a amostra foram colocados juntos. Apo6s estabilizacdo da
mistura, injetou-se o anticorpo anti-lgA e a reacdo se processou. As
imunoglobulinas contidas na amostra, através de uma reacdo imunoquimica,
formaram imunocomplexos com anticorpos especificos que dispersaram um
raio de luz incidente. A intensidade da luz dispersada foi proporcional a
concentracdo da imunoglobulina correspondente, contida na amostra analisada. A
luz dispersada resultante da reacdo antigeno-anticorpo, foi convertida em um sinal,

na dependéncia da concentracao de IgA da amostra. De acordo com a calibragdo, o
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sinal foi convertido em unidade de concentragéo pelo analisador e os resultados

da amostra foram obtidos através de curva padrao e expressos em mg/dl.

3.9. Instrumento para coleta de dados

O instrumento para coleta de dados foi constituido de um formulario
previamente, elaborado (Anexo 1), que foi aplicado as mulheres, sendo os

resultados dos exames anotados em uma seg¢éo especifica.

3.10.Coleta de dados

Aplicou-se o formulario especifico a todas as mulheres que aceitaram
participar do estudo. Na mesma ocasido, foram realizados exames fisicos gerais,
ginecoldgicos e da cavidade oral. Também, foram coletadas as amostras para a
realizacao dos exames laboratoriais. Posteriormente, os resultados foram transcritos

para secao especifica do formulario.

3.11.Processamento e Analise dos dados

Criou-se banco de dados em planilha de software: Excel/Office 2000 com
todas as variaveis descritas em item anterior. As mulheres foram relacionadas
cronologicamente, segundo as datas de coleta de material, atribuindo, a cada

uma delas, um numero de identificacao e classificacdo por grupo de portadoras
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e ndo portadoras de lesdes induzidas pelo HPV nos genitais. O banco de dados

foi exportado para o DBASE Il e, em seguida, para o EPI INFO 6.04b (1997)

Foi feita consisténcia inicial da digitacdo dos dados, através da
conferéncia manual da listagem, e, em seguida, fez-se a consisténcia l6gica
final. Inicialmente, foi feita analise descritiva univariada através da distribuicao

de freqliéncia das variaveis e médias.

Em seguida, houve analise comparativa utilizando tabelas de contingéncia,
para medir a associacao e risco entre as variaveis categéricas lesdes induzidas
pelo HPV nos genitais, presenca de HPV oral e tabagismo. A magnitude dessas
associacoes foi expressa pelo Odds ratio, com seu respectivo IC 95%. Para as
variaveis continuas de distribuicao assimétrica, como os niveis de IgA secretbria
total nos grupos estudados, foram estabelecidos e comparados, usando-se 0s
testes nao paramétricos de Mann-Whitney, andlise de variancia de Kruskal-
Wallis e teste de Dunn (BRIEMAN et al., 1984, MEDRONHO et al., 2002). O valor
atribuido para o ponto de corte (5,8), foi obtido a partir da exclusao dos intervalos
de confianca (95%) para a mediana dos niveis de IgA dos casos 4,4 (3,8 a 5,5) e
das mulheres controles 7,7 (6,9 a 8,3). Para analise da influéncia de cada uma
das variaveis significativas obtidas na comparacgéao bivariada, elaborou-se regressao
logistica multivariada. A relevancia das variaveis e as suas associagoes foram

demonstradas também pela arvore de decisdao (ALTMAN, 1991).
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3.12. Aspectos éticos

Este estudo respeitou as normas preconizadas pela “Declaracdo de
Helsinque” (WORLD, 1996) e pela Resolucdao 196/99 do Conselho Nacional de
Saude (BRASIL, 1996). A concordancia espontanea da paciente foi expressa,

mediante a assinatura em termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).
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4. Resultados

Totalizou-se um nimero de 220 mulheres estudadas sendo um grupo de
103 portadoras de lesdes induzidas pelo HPV nos genitais e outro grupo de 117
nao portadoras. Destas, testou-se sequiencialmente por PCR, a presenca do HPV
oral nas primeiras 70 mulheres do grupo de portadoras de lesbes e outras 70
mulheres do grupo das nao portadoras, em funcao das diferencas significativas
marcantes Ja encontradas nos niveis de IgAs das primeiras amostras analisadas,

nao houve necessidade inicial de se testar todas as 220 mulheres.

Apesar de ter sido determinado previamente a faixa etaria das mulheres
estudadas, observou-se uma selecdo natural das pacientes mais jovens, de
forma significativa para o grupo das portadoras de infecgcdo genital pelo HPV
em relacao ao grupo de nao portadoras, cujas médias e desvio padrdao foram
respectivamente de 27,1(x8,0) e 31,4 (+7,3) (p>0,001). Ndo foram encontradas
diferencas significativas quanto a raca predominante branca (75,7% vs. 71,8%)
e uso de anticoncepcionais (74,4% vs 69,9%). No grupo constituido por mulheres

portadoras de lesdes genitais induzidas pelo HPV, o antecedente de tabagismo
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foi significativamente mais encontrado que no grupo das néao portadoras (37,9%

vs 20,5% ; p=0.0045) (Tabela 1).

TABELA 1

Caracteristicas gerais e antecedentes da populacao estudada

Caracteristicas

Lesao genital HPV induzida

Positiva Negativa P
e antecedentes n =103 n =117 (%)
ldade Média (dp) 27,1 (£8,0) 31,4 (£7,3) 0,0001*
Raca branca n (%) 78 (75,7) 84 (71,8) 0,5088**
Uso de ACO n (%) 87 (74,4) 72 (69,9) 0,4613**
Tabagismo n (%) 39 (37,9) 24 (20,5) 0,0045**

*T de Student
**Qui-quadrado

ACO- anticoncepcional oral

Na tabela seguinte, foram listados os antecedentes sexuais dos sujeitos.

Observaram-se diferengas significativas nas praticas sexuais, exceto para 0 numero

de relagbes sexuais/més. As mulheres portadoras de lesdes induzidas pelo HPV

nos genitais apresentaram um maior numero de parceiros: 4,1 (x4,1) vs. 31,4

(x7,3); uma maior freqiéncia de sexo oral doador e receptor (61,2% vs 45,3% -

62,1% vs 45,3%), em relacao ao grupo das néo portadoras. (Tabela 2).

Resultados 40



TABELA 2

Antecedentes sexuais da populacao estudada

Lesao genital HPV induzida

Caracteristicas

- Positiva Negativa P
da sexualidade n =103 n =117 (%)
N. relacées/més Média (dp) 8,7 (£5,6) 8,5 (£5,8) 0,7324*
N. de parceiros Média (dp) 4,1(4,1) 31,4 (£7,3) <0,0001"
Sexo oral doador n (%) 63 (61,2) 53 (45,3) 0,0187"
Sexo oral receptor n (%) 64 (62,1) 53 (45,3) 0,0125~

* Teste de Mann-whitney
** Teste Qui-quadrado

Observou-se que o diagndstico da infec¢ao pelo HPV, na cavidade oral, foi
significativamente mais prevalente no grupo de mulheres portadoras do virus na

regido genital do que no grupo das néo portadoras (37,1% vs 4,3) (Tabela 3).

TABELA 3
Associacao entre a presenca de HPV genital e HPV oral em 140 mulheres testadas*
DNA-HPV oral Positiva Negativa OR (IC 95%)
Positiva 26 (37,1%) 3 ( 4,3%) 13,2 (3,8 - 46,3)
Negativa 44 (62,9%) 67 (95,7%)

T este de Exato de Fisher - Valor-p < 0,0001
* Apenas 140 das 220 mulheres foram testadas para HPV oral.
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Devido a grande disperséo ja esperada de valores, a mensuracao da IgA
secretdria foi apresentada, através de mediana, percentil, valores minimo e maximo.
As medianas dos niveis de IgA secretdria detectada na cavidade oral, foram
significativamente inferiores no grupo de mulheres portadoras de lesées induzidas

pelo HPV nos genitais em relacdo ao grupo das nao portadoras (4,4 vs 7,7)

(Tabela 4).
TABELA 4
Niveis IgAs salivar segundo a presenca de
HPV genital em 220 mulheres estudadas
Lesao genital HPV induzida
Positiva Negativa
n 103 117
Valor Minimo 0,0 0,0
Percentil 25% 2,5 4.9
Mediana 4,4 7,7
Percentil 75% 7,9 8,9
Valor Maximo 40,0 40,0

Teste de Mann-Whitney — Valor de p<0,0001

No grupo das 220 mulheres portadoras ou ndo de HPV genital, em relacao

ao tabagismo, foram observadas diferencas significativas nos niveis de IgAs salivar
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total. A mediana das pacientes fumantes mostrou valores inferiores ao das mulheres

nao fumantes (4,9 vs 6,6) (Tabela 5).

TABELA 5
Niveis de IgAs na cavidade oral segundo a presenca de tabagismo
Presente Ausente
n 62 156
Valor Minimo 0,0 0,0
Percentil 25% 2,3 4.1
Mediana 4,9 6,6
Percentil 75% 8,3 8,7
Valor Maximo 28,2 40

Teste de Mann-Whitney — Valor de p<0,01

Apos ter sido realizada reagbes de PCR no material proveniente da
cavidade oral de mulheres portadoras (70) e nao portadoras (70) de HPV genital,
foram identificadas 29 delas com PCR positivo e 111 com teste negativo para
HPV na orofaringe. A mediana dos niveis de IgAs total, detectadas na cavidade
oral das pacientes com PCR positivo para HPV, foi significativamente inferior
aqueles valores encontrados em mulheres com PCR negativo para HPV na

orofaringe (3,1 vs 8,0) (Tabela 6).
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TABELA 6
Niveis de IgAs na orofaringe segundo a presenca ou nao de HPV oral

Presenca de DNA-HPV oral (PCR)

Positivo Negativo
n 29 111
Valor Minimo 0,0 0,0
Percentil 25% 0,0 6,2
Mediana 3,1 8,0
Percentil 75% 4,1 9,3
Valor Maximo 28,2 8,6

Teste de Mann-Whitney — Valor de p<0,0001

Em andlise comparativa entre os quatro grupos de pacientes, observou-se
que o grupo das portadoras de HPV genital e oral concomitantemente apresentou
niveis de IgA secretéria mais baixos (mediana=2,5) (média=2,3), em relacao
aos demais grupos analisados. O grupo das pacientes nao portadoras do virus
apresentou os niveis mais altos de IgAs total (mediana= 8,4) (média=9,0). O
grupo das pacientes portadoras de HPV genital e n&o portadoras de HPV oral
apresentaram niveis de IgA secretoria superiores (mediana=6,4) (média =6,8)
ao grupo daquelas nao portadoras de HPV genital e portadora de HPV oral

(mediana = 3,2) (média=4,5) (p< 0,0001). Como as diferencas entre as médias
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foram consideradas estatisticamente significantes, utilizamos o Teste de Dunn

para comparacao duas a duas. (Tabela 7).

TABELA 7
Comparacao dos niveis de IgAs salivar entre os grupos : HPV genital e oral

Estatisticas Grupos Valor p
| ] ]| v

n 67 44 3 26 <0,0001
Média 9,0 6,8 4,5 2,3
Desvio padrao 4,0 3,9 3,6 1,9
Valor Minimo 0,0 0,0 1,8 0,0
Percentil 25% 6,9 4,45 1,8 0,0
Mediana 8,4 6,4 3,2 2,5
Percentil 75% 10,1 8,45 8,6 41

Valor Maximo 28,2 17,0 8,6 5,9
Teste de Kruskal Wallis

Grupo | HPV genital negativo / HPV oral negativo
Grupo Il Lesédo HPV genital positivo / HPV oral negativo
Grupo lll  HPV genital negativo /HPV oral positivo
Grupo IV  Lesédo HPV genital positivo / HPV oral positivo

Grupos com diferencas significativas (Teste de Dunn p < 0.05)

P <0.05

Comparando os grupos de mulheres fumantes com aquelas portadoras
de HPV oral observaram-se também diferengas significativas. As pacientes do

grupo | (nao portadoras de HPV oral e ndo fumantes) apresentaram niveis de
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média (8,5) e mediana (8,1) de IgA secretoria bastante superiores aos demais

grupos (LI e IV) (Tabela 8).

TABELA 8
Comparacao dos niveis de IgAs salivar entre os grupos : HPV oral e tabagismo

Estatisticas Grupos Valor p
| ] ]| v

n 83 28 17 12 <0,0001
Média 8,5 6,8 2,8 2,2
Desvio padrao 3,9 4.4 1,9 2,5
Valor Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0
Percentil 25% 6,5 3,8 1,8 0,0
Mediana 8,1 6,4 3,2 2,0
Percentil 75% 9,3 8,6 4.3 3,2
Valor Maximo 28,2 17,0 6,0 8,6

Teste de Kruskal Wallis

Grupo | HPV oral PCR —negativo /nao fumante
Grupo Il HPV oral PCR -negativo /fumante
Grupo lll  HPV oral PCR -positivo /nédo fumante
Grupo IV HPV oral PCR -positivo /fumante

Grupos com diferencas significativas (Teste de Dunn p < 0.05)

P <0.05

Estudando-se simultaneamente as mulheres com positividade para HPV
genital, oral e tabagismo, observou-se que pacientes ndo portadoras de HPV genital,

oral e nao fumantes apresentaram niveis de IgAs salivar total, média (9.0) e
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mediana (8.4), superiores aos demais grupos. O habito de fumar por si s6, como a

presenca do HPV, foi indutor de menores niveis de IgAs salivar total (Tabela 9).

TABELA 9
Comparacao dos niveis de IgAs entre os grupo: HPV genital, oral e tabagismo
Estatisticas Grupos Valor p
| ] ]| v \' Vi Vil VI
n 56 11 2 1 26 18 16 10 <0,0001
Média 9,1 8,4 5,9 1,8 7,6 5,6 2,9 1,4
Desvio padréao 41 3,5 3,8 - 3,2 4.5 1,9 1,6
Valor Minimo 2,3 0,0 3,2 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Percentil 25% 6,75 7,5 3,2 - 6,2 3,2 0,9 0,0
Mediana 8,4 8,4 5,9 1,8 7,8 5,1 3,4 1,0
Percentil 75% 9,6 10,1 8,6 - 9,1 6,5 435 3,2

Valor Maximo 28,2 13,8 8,6 1,8 156 17,0 5,9 4.1

Teste de Kruskal Wallis

Grupo | HPV genital negativo HPV oral PCR —negativo  N&o fumante
Grupo I HPV genital negativo HPV oral PCR —negativo ~ Fumante
Grupo lll HPV genital negativo HPV oral PCR —positivo Nao fumante

Grupo IV HPV genital negativo HPV oral PCR —positivo Fumante
Grupo V Leséo genital HPV + HPV oral PCR —negativo  N&o fumante
Grupo VI Lesao genital HPV + HPV oral PCR —negativo =~ Fumante
Grupo VI Lesao genital HPV + HPV oral PCR —positivo Nao fumante
Grupo VIl Leséo genital HPV + HPV oral PCR —positivo Fumante

Grupos com diferencas significativas (Teste de Dunn p < 0.05)

P <0.05

Vi
Vil

<
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Na regressao logistica multivariada, tanto no grupo de mulheres portadoras
de lesdes genitais induzidas pelo HPV (tabela 10), como no grupo das nao
portadoras (tabela 11), houve uma forte associacéo entre baixos niveis de IgAs e a
presenca do Papilomavirus Humano na cavidade oral (OR = 43,7 - IC: 5.4 a 354,1)
e (OR=17,1 -1C: 1,4 a 214,1) respectivamente. As demais variaveis; tabagismo,

idade e nimero de parceiros sexuais nao apresentaram essa associacao.

TABELA 10

Avaliacao do Odds ratio bruto e ajustado para HPV oral positivo
considerando todas as variaveis com valores de p significativos
para a populacao que possui hpv genital positivo

HPV Oral
Caracteristicas Positivo Negativo OR Bruto OR Ajustado
n % n %
Tabag
Sim 10 38,5 18 40,9 0,9(0,3 a 2,4) 0,8 (0,1a 8,8)
Nao 16 61,5 26 59,1 Ref. Ref.
IgA
<58 o5 96,2 16 36.4 43,7 (5,4 a 354,1) 81,5(6,9 a975,6)
>5,8 1 3,8 28 63,6 Ref. Ref.
Sex. or. Doad
Sim 16 615 57 61.4 1,01 (0,37 a 2,73) nao calculavel
Nao 10 38,5 17 38,6 Ref. Ref.
Sex. or. Rec.
Sim 16 577 07 61.4 0,86 (0,32 a 2,30) nao calculavel
Nao 10 42,3 17 38,6 Ref. Ref.

Méd Desv Median Méd Desv Median
I[dade 27,2 6,8 27 27,4 8,3 25 1,00(094a1,06) 1,02(091a1,14)
Cigidia 6,3 10,1 0 6,9 9,8 0 099(0,90a1,05) 0,95(0,85a1,11)
N.parc 9,0 57 8 8,1 5,4 8 1,04(0,98a1,13) 1,06 (0,94 a1,20)
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TABELA 11

Avaliacado do Odds ratio bruto e ajustado para HPV oral positivo
considerando todas as variaveis com valores de p significativos
para a populacao que possui hpv genital negativo

HPV Oral
Caracteristicas Positivo Negativo OR Bruto OR Ajustado
n % n %

Tabag

Sim 2 667 11 16 10208 a1223)

Nao 1 33,3 56 98,4 Ref.
IgA

<5,8 2 66,7 7 36,4 17,1 (1,42 2141)

>5,8 1 33,3 60 63,6 Ref.
Sex. or. Doad

Sim 1 333 32 478 0°5(0052632)

Nao 2 66,7 35 52,2 Ref.
Sex. or. Rec.

Sim 1 333 32 478 0°5(005a 632)

Nao 2 66,7 35 52,2 Ref.

Méd Desv Median Méd Desv Median

Idade 29,8 7,0 28 32,1 73 3,2 0,92 (0,77 a 1,09)
Cig/dia 3,3 7,1 0 2,1 5,6 0 1,20 (0,99 a 1,27)
N.parc 7,9 5,4 8 8,7 5,9 8 1,17(0,99 a 1,39)

Da mesma forma, ao se analisar os niveis de IgAs salivar em mulheres
portadoras de lesbes genitais induzidas pelo HPV (tabela 12) e em mulheres

nao portadoras (tabela 13), houve associagao significativa apenas em relacao a
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presenca do DNA-HPV na cavidade oral. Todas as demais variaveis nao
estiveram associadas a niveis baixos de IgAs salivar total numa anélise de
regressdao multivariada. (OR = 43,70 - IC: 5,04 a 354,73) e (OR = 17,14 - IC:

1,37 a 213,98), respectivamente.

TABELA 12

Avaliacao do Odds ratio bruto e ajustado para os niveis baixos de IgAs
considerando todas as variaveis com valores de p significativos para a
populacao que possui hpv genital positivo

Niveis de IgA secretéria

Caracteristicas Baixo Alto OR Bruto OR Ajustado
n % n %
HPV oral
Sim o5 61,0 1 3.4 43,70 (5,04 a 354,73) néao calculavel
Nao 16 39,0 28 96,6 Ref. Ref.
Tabag
Sim 57 42,2 12 30,8 1,64 (0,71 a 3,8) 2,05 (0,26 a 16,8)

Nao 37 57,8 27 69,2 Ref. Ref.

Sex. or. Doad
0,98 (0,43 a 2,21) nao calculavel

Sim 39 60,9 24 61,5

Nao 25 39,1 15 38,5 Ref. Ref.
Sex. or. Rec.

Sim 39 60.9 o5 64.1 0,87 (0,38 a 1,99) nao calculavel

Nao 25 30,1 14 35,9 Ref. Ref.

Méd Desv Median Méd Desv Median
[dade 27,4 7,7 25 26,5 8,5 25 1,0 (0,96a1,00 0,94(0,83a1,0)
Cigidia 7,1 10,0 0 5,1 8,8 0 1,02(0,96a1,7) 1,06(0,95a1,2)
Rel/m 8,3 5,3 8 9,4 6,0 8 0,97 (09a1,00 0,88(0,78a1,0)
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TABELA 13

Avaliacao do Odds ratio bruto e ajustado para os niveis baixos de IgAs
considerando todas as variaveis com valores de p significativos para a
populacao que possui hpv genital negativo

Niveis de IgA secretéria

Caracteristicas Baixo Alto OR Bruto OR Ajustado
n % n %
HPV oral
Sim > 20,2 1 16 17,14 (1,37 2213,98) 29,8 (0,97 a 882,5)
Nao 7 77,8 60 98,4 Ref. Ref.
Tabag
Sim 9 25,7 67 81,7 1,54 (0,60 a3,97) 0,36 (0,00 a 36,82)

Nao 26 74,3 15 18,3 Ref. Ref.

Sex. or. Doad
0,95(0,02a55,1) 0,95 (0,02 a55,1)

Sim 17 48,6 36 43,9
Nao 18 514 46 56,1 Ref. Ref.
Sex. or. Rec.
Sim 17 48,6 36 43.9 0,72 (0,01 a43,34) 0,72 (0,01 a 43,34)
Nao 18 51,4 46 56,1 Ref. Ref.

Méd Desv Median Méd Desv Median
ldade 27,4 7,7 25 26,5 8,5 25 1,0 (0,96a1,00 0,94(0,83a1,0)
Cigidia 7,1 10,0 0 5,1 8,8 0 1,02 (0,96a1,7) 1,06(0,95a1,2)
Rel/m 8,3 5,3 8 9,4 6,0 8 0,97 (09a1,00 0,88(0,78a1,0)

Para melhor visualizacao dos riscos da presenca do HPV oral e de niveis
baixos de IgAs salivar total, construiu-se uma “arvore de decisao” (técnica baseada
em valores de Qui-quadrado , de forma multivariada). Observou-se que o fator mais

significativo na determinagéo de baixos niveis de IgAs salivar, foi a detecgéo do
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HPV na cavidade oral, seguida da presenca de lesdes induzidas pelo HPV nos

genitais (Grafico 1).

Nivel de IgA (<5,8) BAIXO 45%

Nivel de IgA (>5,8) ALTO 55%

HPV ORAL NEGATIVO
Alto 79,3%
Baixo 20,7%

v

HPV Genital
A\ v
NEGATIVO POSITIVO
Alto 82,2% Alto 63,6%
Baixo 10,8% Baixo 36,4%

HPV ORAL POSITIVO
Baixo 69,7%
Alto  30,3%

v

HPV Genital

v v

NEGATIVO POSITIVO
Baixo 56,0% Baixo 81,4%
Alto 10,8% Alto 18,6%

HPV oral negativo = 3,83 vezes a chance de ter IgAs alto

HPV oral negativo + HPV genital negativo = 8,25 vezes a chance de ter IgAs alto
HPV oral negativo + HPV genital positivo = 1,74 vez a chance de ter IgAs alto
HPV oral positivo = 2,3 vezes a chance de ter IgAs baixo

HPV oral positivo + HPV genital positivo = 4,37 vezes a chance de ter IgAs baixo

HPV oral positivo + HPV genital negativo = 1,27 vez a chance de ter IgAs baixo

Fluxograma 1. Arvore de decisdo para determinagdo
dos niveis de IgAs (BRIEMAN ET et al., 1984).
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5. Discussao

O Papilomavirus Humano nao se limita, estritamente, aos 6rgaos genitais,
podendo-se estender a sitios extragenitais, em especial, as mucosas orais
(SYRJANEN, 1997; WIELAND e PFISTER, 1997). No presente estudo, foi
observado que o DNA-HPV esteve mais prevalente na cavidade oral de mulheres
com lesdées HPV induzidas nos genitais, que no grupo das nao portadoras do

virus na regiao genital (37,1% vs. 4,3%).

Apés ter sido realizada reacdes de PCR no material proveniente da
cavidade oral de mulheres portadoras e néo portadoras de HPV genital, foram
identificadas 29 (20,7%) delas com PCR positivo e 111 (79,3%) negativo para
HPV na orofaringe. Destas, 26 (37,1%) estiveram presentes no grupo das
mulheres portadoras de HPV genital e apenas trés (4,3%) delas, estiveram no
grupo das nao portadoras. Em trabalhos anteriores, foram observadas prevaléncias
variaveis. GIRALDO et al. (1996), observaram em esfregaco da cavidade oral,
alteracoes citologicas sugestivas de infeccao pelo HPV em 6% das mulheres

portadoras de HPV genital. Utilizando método mais sensivel (PCR), TERAI et al.
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(1999) observaram uma alta prevaléncia (56,7%) de HPV na cavidade oral de
adultos, quando investigou homens e mulheres. Acreditamos que estas diferencas
possam ser explicadas ndo s pela sensibilidade do método utilizado na detecg¢éao

do HPV, como também pela populagédo na qual foi pesquisado o virus.

As mucosas orais e genitais apresentam grandes semelhancas, podemos
sugerir que ambas estejam integradas em um sistema imune Unico especifico

de defesa (MALT).

Contudo, de posse apenas do exame citoldgico e/ou histoldgico da mulher
portadora de HPV genital, € impossivel predizer ou determinar, se essa mulher
possui 0 virus em outras localizacdes e se esta, infeccdo a distancia pode interferir
na evolucao da doenca, favorecendo a incorporacdao do HPV no nucleo celular e
consequentemente, evolucdo para as displasias. Da mesma forma, o conhecimento
da presenca de uma infeccao (HPV) a distancia poderia vir a se tornar talvez
um importante fator prognéstico de evolucdo para as neoplasias ou mesmo,

eventualmente, de regressao nos casos ausentes.

Pode-se neste estudo, demonstrar que mulheres com lesées HPV induzidas
nos genitais apresentaram niveis mais baixos de IgAs na cavidade oral e que
houve uma tendéncia de aumentar este déficit quando o HPV também esteve

presente na mucosa oral.

Em uma andlise primaria, existe uma tendéncia a se considerar que poderia
haver uma contaminacao da regidao genital para a mucosa oral. Contudo, ao se

observar que os resultados apontam para o fato de que a pratica de sexo oral
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néao exerceu qualquer influéncia na presenca do HPV na mucosa oral, pode-se
supor que talvez a base de todo o processo de instalacdo do HPV, seja na
regido genital, seja na cavidade oral, esteja na dependéncia intrinseca do

hospedeiro de secretar IgA nas mucosas.

No nosso estudo, a mediana dos niveis de IgA secretéria salivar total
detectado na cavidade oral, foram, significativamente, inferiores nas mulheres
portadoras de HPV genital, em relagcdo ao grupo de nao portadoras. A mediana
dos niveis de IgAs total, detectadas na cavidade oral das mulheres com PCR
positivo para HPV, foram ainda mais reduzidos, em relacdo as mulheres com

PCR negativo para HPV na cavidade oral.

A propriedade antiinflamatéria da IgAs, de grande importancia na
manutengéo da integridade das mucosas, exercendo uma barreira entre os tecidos
do hospedeiro e os microorganismos patogénicos, talvez proteja as mulheres

da Infecao pelo HPV (RUSSEL, 1999).

Acreditamos, que niveis adequados de IgA secretdria total possam exercer
alguma protecdo contra a infeccdo induzida pelo HPV nas diversas mucosas,
apesar de saber que a imunidade celular mediada, seja essencial na contencao

da infecgao viral.

Em andlise comparativa, classificamos as mulheres de acordo com as
caracteristicas de ser portadora ou nao de lesées HPV induzidas nos genitais e de
ser detentora ou ndo do DNA-HPV na cavidade oral, categorizando-as em quatro

classes: as portadoras de HPV genital e oral, simultaneamente, as portadoras
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de HPV genital e ndo portadoras de HPV oral, as portadoras de HPV oral e nédo
portadoras de HPV genital e aquelas que ndo apresentavam o virus. As mulheres
que apresentavam o HPV simultaneamente na cavidade oral e nos genitais
foram as que apresentaram niveis de IgAs mais baixos, as mulheres portadoras
de HPV genital e ndo portadoras de HPV oral, apresentaram niveis de IgA
secretoéria superiores aquelas nao portadoras de HPV genital e portadoras de
HPV oral e as mulheres nao portadoras do virus, apresentaram os niveis mais

altos de IgAs total.

Reiteramos, que as mucosas genitais e orais estdo integradas em um
sistema unico de defesa (MALT) (ABBAS et al., 2003; ROITT et al., 2003), € a
deficiéncia de IgAs salivar primaria ou induzida pela presenca do HPV na
genitalia, talvez possa se estender as mucosas orais. Acreditamos que esses
niveis de IgAs tao desiguais possam ser explicados por outras particularidades

inerentes a essa imunoglobulina muito especial.

Na vigéncia de infeccdo; a IgA secretéria inibe a aderéncia de
microorganismos patogénicos a parede das mucosas, possuindo ainda, habilidade
de aglutinar e interferir com a mobilidade das bactérias, neutralizando seus produtos

EGMOND et al., (2001).

Outros mecanismos incluem eliminacao de antigenos da lamina prépria e a
neutralizacdo de virus intracelulares mediante mecanismo de transcitose. A IgAs
possibilita a neutralizacao de virus intracelulares, onde usualmente os anticorpos

oferecem pouca protecdo contra patdégenos intracelulares (EGMOND et al., 2001)
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(Figura 1). O HPV por se tratar de um virus de localizagdo predominantemente

intracelular, deve ser alvo constante da agao da IgA secretdria nas mucosas

O tabagismo verificado nas 220 mulheres estudadas, em andlise inicial,
pareceu interferir nos niveis de IgAs salivar total reduzindo-os significativamente. A
mediana das mulheres fumantes mostrou valores inferiores ao das mulheres
nao fumantes. Comparando ainda os grupos de mulheres fumantes com aquelas
portadoras de HPV oral, observaram-se, também, diferengas significativas. As
mulheres n&o portadoras de HPV oral e ndo fumantes apresentaram a mediana dos
niveis de IgA secretéria bastante superiores as fumantes ndo portadoras de HPV

oral, as portadoras de HPV oral ndo fumantes e as portadoras de HPV oral fumantes.

Utilizamos o Teste de Kruskal-Wallis para estudamos concomitantemente as
mulheres com positividade para HPV genital, oral e tabagismo, observamos que
as mulheres nao portadoras de HPV genital, oral e ndo fumantes apresentaram

niveis de IgAs salivar total, mediana superiores aos demais grupos.

Como as medianas foram consideradas estatisticamente significantes,
realizamos o Teste de Dunn para comparacao duas a duas, confirmando essas
diferencas. O habito de fumar, tal como a presenca do HPV, também foi indutor

de menores niveis de IgAs salivar total.

Ao realizar a analise de regressdo multivariada, para fixacao dos fatores
relevantes na determinagao da presenca do HPV na orofaringe eliminando-se a
influéncia das demais variaveis, apenas a presenca de baixos niveis de IgAs foi

significativo. As demais variaveis, tais como idade, sexo oral e nUmero de parceiros
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e tabagismo, por estar muito associado a presenca de HPV genital, ndo se

mostrou significativo.

Embora, acreditamos ainda que o tabagismo, historicamente relacionado
a neoplasias e lesdes pré-neoplasicas induzidas pelo HPV (BRINTON et al.,
1992; GRAM et al.,, 1992; SARANATH et al.,, 1999), possa ser cofator para
colonizagdo das mucosas pelo Papilomavirus Humano, neste estudo nao se

pdde observar esta influéncia.

As mulheres jovens estiveram aleatoriamente mais presentes no grupo de
mulheres portadoras de HPV genital, associada ao niumero de relacdes sexuais,
sexo oral e tabagismo, o que nao foi significativo quando efetuada a regressao

logistica. Estes fatos talvez possam ser explicados pela prevaléncia por faixa etaria.

A infeccao pelo HPV pode-se suceder ao menor traumatismo das células
escamosas expostas ao virus. Considerando que diversos tipos de HPV sao
transmitidos através do contato sexual, a presenca de anticorpos neutralizadores,
dentro das células basais e nas secrecdes das mucosas, no momento da infeccao,
poderia prevenir a entrada do virus e limitar sua transmissdo (BALMELLI et al.,

1998; SCHRECKENBERGER et al., 2000).

Acreditamos na importancia da imunidade humoral, em especial na
imunidade de mucosas. O que contraria diversos estudos importantes (CLERICI
et al., 1997; GRASSEGGER et al., 1997; TARTOUR et al., 1998) que propdem
um modelo dicotémico (Th1/Th2) de resposta imune, para explicar a histéria

natural das infec¢des pelo Papilomavirus Humano, onde a imunidade celular
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mediada exerceria um papel Unico preponderante e a presenca unica de
citocinas pré-inflamatérias, principalmente o IFN-y, determinaria a evolucao das
infeccdes induzidas pelo HPV, colocando a imunidade celular como a Unica

responsavel pela erradicacao do HPV.

Em um importante estudo de coorte, realizado com profissionais do sexo,
no Quénia, observou-se que 75% das mulheres, imunologicamente, resistentes
ao HIV, apresentaram IgA secretéria especifica contra o virus no trato genital,
enquanto, apenas, 26% das mulheres infectadas pelo virus apresentaram esse

anticorpo (KAUL et al., 1999; KAUL et al.,2001).

Constatou-se, em estudos posteriores, que nas mulheres ndo infectadas,
continuamente, expostas ao HIV, a IgA secretéria especifica ndo somente,
neutraliza o virus nas secre¢des, como também induz a transcitose, na qual
esse anticorpo bloqueia os antigenos virais, interferindo com a sintese viral,
neutralizando os virus intracelulares (DEVITO et al., 2000a; DEVITO et al.,
2000b). Concluindo, a resposta imune celular isolada ndo parece ser o unico

meio de defesa do hospedeiro contra a infecgéo pelo HPV.

Em modelos experimentais, a presenca de anticorpos neutralizadores do
tipo IgA em mucosas e nas secrecgdes, previne a infeccao pelo HPV (PARR e
PARR, 1985; THAPAR et al., 1990; BREITBURD et al., 1995; SUZICH et al.,
1995; BURROWS e COOPER, 1997; BALMELLI et al., 1998). A IgAs pode
interceptar as particulas virais, interferir na replicacédo e facilitar a sua excrecao

para o lumen (BOMSEL et. al., 1998; KAWANA, et. al., 2001).
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Em um estudo recente, com coelhos, foi investigado, se a vacinagdo com
o plasmideo do HPV6 pelas vias (vaginal, retal ou sérica), induziria a uma
resposta imune nas mucosas. Observou-se que a imunizagéo, pelas vias vaginal e
retal induziu a produgéo de anticorpos especificos do tipo IgA, impedindo ligacdo do
HPV VLPs com as células sanguineas, demonstrando a agao neutralizadora desses
anticorpos. Entretanto pela via sérica, ndo houve efetividade da imunizacao
(SCHRECKENBERGER et al., 2000). A resisténcia das mucosas as infeccoes
tem sido fortemente, associada a presenca IgA, no sitio da infeccao (MILLS et

al., 1971; YAN et al., 1996; KAWANA, et. al., 2003).

Neste estudo, constatamos que os individuos que tiveram niveis mais baixos
de IgA secretoria total, mostraram-se, significativamente, mais susceptiveis a

colonizagao das mucosas genitais e orais pelo Papilomavirus Humano.

Podemos inferir que esses individuos poderiam apresentar deficiéncia de
IgA secretéria total por causas diversas (sistémicas ou locais; congénitas ou
adquiridas; persistentes ou transitorias), as quais poderiam predispor

especificamente, essas, mulheres a infec¢ao pelo HPV.

Devemos considerar, para as portadoras de HPV oral e/ou genital, que
essas, embora sejam imunocompetentes de forma sistémica, possam apresentar
deficiéncia imunoldgica especifica para alguns agentes infecciosos virais do tipo
HPV, ou ndo virais. E possivel imaginar que individuos infectados com virus de

alto risco e com resposta imune especifica mais adequada para o HPV tenham
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uma evolugdo da doencga mais favoravel do que aqueles com infeccdo com

virus de baixo risco, mas sem resposta imune apropriada.

Acreditamos que, sendo a mucosa oral muito semelhante & mucosa vaginal,
uma vez estabelecido valores e técnicas de mensuragdo dessa importante
imunoglobulina, poderemos utilizd-la como parametro de avaliacdo da imunidade
das mucosas, fornecendo subsidios para estimular a resposta imune especifica e a

producao de IgAs contra o HPV e outras doencgas sexualmente transmissiveis.
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1.

3.

6. Conclusoes

A prevaléncia do Papillomavirus humano foi, significativamente, maior na
cavidade oral das pacientes portadoras de lesées Induzidas pelo HPV nos

genitais (37,1%) do que nas nao portadoras (4,3%).

Os niveis salivares de IgA secretdria total foram, significativamente inferiores
nas pacientes portadoras da infeccéo pelo HPV em relacdo ao grupo das nao

portadoras, tanto na cavidade oral (3,1 vs 8,0), como nos genitais (4,4 vs 7,7).

A pratica de sexo oral e o tabagismo nao estiveram relacionados a presencga do
DNA-HPV na cavidade oral e ndo influenciaram nos niveis salivares de IgA

secretoria total.
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9. Ahexos

9.1. Anexo 1 - Formulario

1. ldade da paciente anos
2. Cor da paciente: branca parda mestica amarela negra
3. Até que série completou na escola? série grau

4. A senhora é fumante ? Sim Nao

5. Quantos cigarros a senhora fuma por dia?
Até 5/dia  5-10/dia 10-15/dia  15-20/dia  20-25/dia  mais de 25/dia

6. Vocé usa algum método para evitar filhos? Sim Nao passe para 8
7. Qual?

8. Quantas vezes ficou gravida? gravidezes, se nenhuma passe para 11.
9. Quantos filhos nasceram vivos? filhos
10. Quantos abortos teve? abortos

11. Com quantos homens vocé ja teve relagao? (inclui o parceiro atual) __
12. Vocé ja teve alguma doenga transmitida por relagdo sexual? Sim  Nao
13. Qual (is)?
14. Vocé ja realizou tratamento para HPV, condiloma ou verrugas genitais? Sim Nao
15. Algum parceiro seu tem ou teve o HPV? Sim Nao N&o sabe

16. Quantas relagbes sexuais vocé tem por més?

IV - Resultado dos exames

- Exame Clinico Ginecolégico:

Presenca de HPV genital: ( ) Sim ( ) Nao

Localizagéo:

VulvaN?__ VaginaN?___ ColoN®___ Anus Ne__

- Forma de expressao do HPV: ( ) Clinica ( ) Sub-clinica

- Exames Complementares:

1 — Citologia oncolégica: ( )normal ( )HPV ( )NICI ( )NICI ( )NICII
2 - Colposcopia: ( ) normal ( ) condilomas ( ) ZTA

3 - Histopatoldgico: (  )HPV presente ( ) HPV ausente

4 - Pesquisa de PCR: ( ) HPV presente ( ) HPV ausente

5 - Niveis de IgA:__mg/dl
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9.2. Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Eu, idade
residente a

na cidade de , portadora da identificagéo: , €
registrada no Hospital de Clinicas da UNICAMP com o N.° , declaro

concordar por minha livre e espontdnea vontade em participar desta pesquisa que
tem como principal objetivo verificar se existe o virus do HPV na minha boca Esta
pesquisa estda sendo realizada pelo Prof. Dr. Paulo César Giraldo e pela Dra. Ana
Katherine da Silveira Gongalves.

Estou sabendo que:

Serei examinada por médico ginecologista do Ambulatério de Infeccdes Genitais do
HC-UNICAMP, apenas uma vez em fungcéao da pesquisa, onde sera coletado material
proveniente da minha vagina para analise das células e proteinas ai contidas, por meio
de raspagem suave da parede lateral com swab de Dacrom. Poderei desistir a
qualguer momento de participar da presente pesquisa sem prejuizo ao meu
atendimento neste Ambulatério agora e no futuro. Nas informagdes obtidas na
pesquisa ndo serdao nunca identificadas pelo meu nome. Serei identificada apenas por
um numero. Receberei o beneficio de orientagcdo para tratamento casos seja
diagnosticada alguma doenga na vagina. Tenho o direito de receber resposta sobre
qualquer duvida que eu tenha da pesquisa de que estou participando. Qualquer
problema que aconteca poderei entrar em contato com o Dr. Paulo César pelo telefone
(19) 3788.9306, de segunda &s sextas feiras, no periodo das 8:00 as 17:00 horas.

Se tiver alguma duvida ou reclamagao sobre como esta pesquisa esta sendo realizada,
posso entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa pelo
telefone (19) 3788.8936.

Campinas, / /

Assinatura da paciente

Assinatura do responsavel pela pesquisa
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