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RESUMO

O cancer de mama (CM) é um problema de salude publica no Brasil e no mundo, tendo como
principais fatores de risco: hereditariedade, idade, etilismo, aspectos reprodutivos e hormonais,
e fatores ambientais. O Papilomavirus humano (HPV) é considerado como cofator de risco.
Pesquisamos a presenca do HPV na cavidade oral, orofaringe e mama de mulheres com e sem
CM. A amostra de participantes (N = 132) foi de 58 com CM (grupo caso) e 74 sem CM (grupo
controle). As amostras orais (N = 255) foram 130 raspados da mucosa oral e 125 swabs da
orofaringe. As amostras da mama (N = 215) foram colhidas de 97 participantes, sendo 50 do
grupo caso e 47 do grupo controle, obtidas de bidpsia a fresco, punch de papila mamaria e swab
de ducto mamario, orientado pela dermatoscopia. A deteccdo/genotipagem do HPV foi por
multiplex nested PCR com primers que amplificaram a regido intergénica E6/E7 e detectaram
0s genotipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56, 58 e 59. O DNA de HPV foi encontrado em 75,8%
das amostras da cavidade oral e orofaringe e 36,7% das amostras mamaérias (p < 0,001). No
grupo caso, o historico de cancer na familia foi maior (p = 0,015), sendo o ginecol6gico mais
comum (p= 0,012). Na associacdo das variaveis, houve predominancia viral na faixa etaria
superior a 51 anos (p = 0,8), nas pardas (p = 0,015) e evangélicas (p = 0,042). No grupo controle
(76,6%) a presenca de HPV foi maior do que no grupo caso (72%) e nas participantes que foram
ao dentista hd mais de 6 meses (p = 0,021). Nas amostras orais, a positividade foi similar entre
0S grupos caso e controle. A presenca simultanea de mais de um geno6tipo foi maior na mucosa
oral (p = 0,004). O resultado de maior relevancia apontou que dentre as mulheres com HPV
positivo na mama, 77,8% (28/36) apresentaram HPV simultaneamente na cavidade oral,
orofaringe e mama, e, dentre elas, 42,8% (12/28) tinham o mesmo gendtipo na boca e mama,
com predominancia de 91,6% dos HPVs 6 e 11. A maior positividade de HPV foi encontrada
no grupo controle, tanto na cavidade oral, orofaringe e mama, evidenciando a necessidade de
implementacao de testes de triagem no monitoramento de individuos susceptiveis nos servigos
de saude. Ademais, 0s mesmos gendtipos de HPV detectados simultaneamente na cavidade
oral, orofaringe e mama de uma mesma participante é uma forte evidéncia de que possa, de
fato, existir uma via de contaminacdo oral do HPV no tecido mamario pela zona de transicao
do ducto mamario através do contato boca e mama, refor¢ando a ideia do envolvimento do HPV
como cofator do CM.

Palavras-chave: Cancer de Mama; Cavidade Oral; HPV; PCR.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is a public health problem in Brazil and worldwide, with the following main
risk factors: heredity, age, alcoholism, reproductive and hormonal aspects, and environmental
factors. Human papillomavirus (HPV) is considered a risk cofactor. We investigated the
presence of HPV in the oral cavity, oropharynx and breast of women with and without BC. The
sample of participants (N = 132) was 58 with BC (case group) and 74 without BC (control
group). The oral samples (N = 255) were 130 oral mucosa scrapings and 125 oropharyngeal
swabs. Breast samples (N = 215) were collected from 97 participants, 50 case group and 47
control group, obtained from fresh biopsy, mammary papilla punch and mammary duct swab,
guided by dermoscopy. HPV detection/genotyping was by multiplex nested PCR with primers
that amplified the E6/E7 intergenic region and detected genotypes 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52,
56, 58 and 59. HPV DNA was found in 75,8% of samples from the oral cavity and oropharynx
and 36,7% of breast samples (p < 0,001). In the case group, the history of cancer in the family
was higher (p = 0.015), with gynecological cancer being the most common (p = 0,012). In the
association of variables, there was a viral predominance in the age group over 51 years (p =
0,8), in brown (p =0,015) and evangelical (p = 0,042). In the control group (76,6%) the presence
of HPV was higher than in the case group (72%) and in participants who had been to the dentist
for more than 6 months (p = 0,021). In oral samples, positivity was similar between case and
control groups. The simultaneous presence of more than one genotype was higher in the oral
mucosa (p = 0,004). The most relevant result showed that among women with positive HPV in
the breast, 78% (28/36) had HPV simultaneously in the oral cavity, oropharynx and breast, and,
among them, 42,8% (12/28) had the same genotype in the mouth and breast, with a
predominance of 91,6% of HPVs 6 and 11. implementation of screening tests for monitoring
susceptible individuals in health services. Furthermore, the same HPV genotypes detected
simultaneously in the oral cavity, oropharynx and breast of the same participant is strong
evidence that there may, in fact, be an oral contamination pathway for HPV in the breast tissue
through the transition zone of the mammary duct through mouth-breast contact, reinforcing the

idea of the involvement of HPV as a cofactor of BC.

Keywords: Breast Cancer; Oral Cavity; HPV; PCR.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) ¢ a segunda neoplasia maligna mais comum entre as
mulheres no Brasil, sendo considerado um grave problema de satde publica em virtude das
elevadas taxas de morbidade e mortalidade e pelo atraso no diagnostico em mais de 50% dos
casos. Sua incidéncia corresponde a 22,4% dos casos novos de cancer diagnosticados a cada
ano. A estimativa ¢ de 73.610 novos casos de CM. No Ceara, estima-se para o ano de 2023,
3.080 casos novos (INCA, 2022).

A etiologia do cancer de mama ¢ complexa e ainda nao esta totalmente esclarecida.
Dentre os fatores de risco mais conhecidos na literatura, os principais sao: hereditariedade,
idade, raga, dieta e estilo de vida incluindo o uso do tabaco industrializado ou tabaco in natura,
obesidade, falta de atividade fisica e consumo excessivo de alcool; aspectos reprodutivos e
hormonais, como paridade, menarca precoce, menopausa tardia, uso de contraceptivo oral e
reposicao hormonal, ambiente e alta densidade mamaria (PINHO; COUTINHO, 2007;
SYRJANEN, 2011; RODRIGUES, 2011; CADIZ et al., 2013 RENCK et al., 2014; BREYER,
2016; MOHAMMED et al., 2023). Ultimamente, o HPV tem sido encontrado associado a
neoplasia mamaria, levantando-se questdes sobre sua etiologia (RODRIGUES, 2011).

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus ubiquo, de DNA, que tem um amplo
tropismo pelo epitélio das mucosas e ja foi detectado em mucosas genital e bucal, adquirido por
transmissdo sexual, via genital ou oral (MIRGHANI et al., 2015). Podendo também ser
transmitido, ainda precocemente, durante o nascimento, do trato genital da mae para a cavidade
bucal da crianga (ROSA et al., 2009).

O papel oncogénico do HPV no desenvolvimento do carcinoma cervical uterino é
bem estabelecido, com prevaléncia do HPV em 99,7%, por isso é considerado o principal fator
de risco neste tipo de neoplasia (NANDAKUMAR; RAMNATH; CHATURVEDI, 2009).

O HPV tem sido identificado em espécimes tumorais de varios sitios anatdmicos da
regido de cabega e pescoco. Todavia, diferentemente do carcinoma de colo uterino, nao ha
dados definidos confirmando o papel da carcinogénese do HPV nestas neoplasias (SOUZA;
GONCALVES, 2009). Entretanto, Melo et al. (2012) concluiram, baseados em estudos de
revisoes sistematicas e de meta-analises, que o HPV ¢é um fator de risco independente para
carcinomas espinocelulares de boca e orofaringe, principalmente nas tonsilas.

Em pesquisa realizada no Hospital Universitario Walter Cantidio pelo grupo de
pesquisa da poés-graduagdo do Departamento de Cirurgia da UFC, associou-se o HPV ao cancer

de mama, apresentando 49,5% de positividade para a presenca de HPV em amostras de CM e
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15,8% de positividade em tecido mamaério sem alteragdes (CAVALCANTE et al., 2018).
Destes resultados fica a pergunta: como o HPV chega ao tecido mamario, sem percorrer a via
hematogénica? Assim, seguindo essa mesma linha de pesquisa, este trabalho se prop6s a
pesquisar a presenca de HPV de risco na cavidade oral, orofaringe e papila mamaria, no sentido

de entender a provavel via de contaminagao do tecido mamario.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Existe um grande nimero de pacientes jovens com cancer de mama no Cear, na

mesma faixa etaria das pacientes com cancer de colo de Utero.

2.1 Objetivo Geral

Pesquisar o HPV na cavidade oral, orofaringe e mama em mulheres com cancer de

mama comparando com mulheres sem cancer de mama.

2.2 Obijetivos Especificos

e Identificar por técnica multiplex nested PCR a frequéncia do DNA de HPV nas
amostras orais e de mama em participantes com carcinoma mamario e sem carcinoma mamario.

e Avaliar a presenca dos gendtipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56, 58 e
59, nas amostras orais e da mama nos grupos estudados.

e Correlacionar a frequéncia do HPV na cavidade oral, orofaringe e mama.

e Tracar um perfil clinico epidemiol6gico da amostra estudada e comparar com a
positividade de HPV nos dois grupos.
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3 REVISAO DA LITERATURA - PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

A infeccdo pelo HPV é a infecgdo sexualmente transmissivel (IST) mais prevalente.
O virus causa varios tipos de lesdes, desde benignas a neoplasias malignas em um grande
nimero de pessoas no mundo (COHEN et al., 2019; PESUT et al., 2021). Afeta mais
comumente individuos sexualmente ativos e apresenta-se como fator de risco para diversos
tipos de canceres, como de vulva, vagina, cabega e pescogo, além do de colo de utero
(ESQUENAZI et al., 2010; INCA, 2020; QADERI K et al., 2021, FELIX et al., 2022).

A transmissdo do HPV ocorre principalmente pelo contato pele a pele, sendo
transmitido pelo contato oral-genital, genital-genital ou mesmo manual-genital. Dessa forma,
0 risco de contrair infeccdo genital por HPV é influenciado pela atividade sexual,
principalmente se iniciada em idade precoce, bem como histérico de outras doencas
sexualmente transmissiveis. Vale salientar que o contagio pode ocorrer mesmo na auséncia de
penetracdo vaginal ou anal. O uso do preservativo pode ndo proteger adequadamente oS
individuos da exposic¢do ao HPV, uma vez que o HPV pode ser transmitido pelo contato com
tecidos labiais, escrotais ou anais infectados que nao sdo protegidos pelo preservativo (BURD,
2003). Pode também haver a transmissdo durante o parto. Ndo estad comprovada a possibilidade
de contaminacdo por meio de objetos, do uso de vaso sanitario e piscina ou pelo
compartilhamento de toalhas e roupas intimas (INCA, 2022).

Séo considerados principais fatores de risco da infeccdo pelo HPV a atividade
sexual precoce, multiplos parceiros, possuir outras ISTs, tabagismo, uso prolongado de
contraceptivos orais e baixa imunidade. Estudos confirmam a correlacdo entre o estresse
psicologico e a recorréncia de infecgdes com o HPV, podendo causar diminuigao da resisténcia
imunologica (CVITANOVIC et al., 2020; GUEDES et al., 2020).

3.1 Biologia do HPV

O HPV pertence a familia Papillomaviridae, uma das mais antigas familias virais
conhecidas. E um virus ubiquo de DNA, pequeno, com 55 nm de didmetro, epiteliotropico,
capaz de infectar tanto os queratindcitos da pele quanto os das mucosas (oral e genital), s&o,
portanto, classificados conforme o seu tropismo, seja ele cutaneo ou mucoso (NELSON, ROSE;
MOROIANU, 2002; BURD, 2003; OLIVEIRA et al., 2003).

O HPV é um grupo heterogéneo de virus (SOUTO et al., 2005). Sdo mais de 200

subtipos ja identificados, dentre os quais 24 ja foram detectados na cavidade oral. Sao
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particularmente importantes os tipos 6 e 11, envolvidos na etiologia de lesoes benignas do
epitélio oral; e os tipos 16 e 18, comprovadamente carcinogénicos e possivelmente envolvidos
na etiologia de determinados carcinomas epidermoides orais. A patogenicidade dos dois
ultimos esta principalmente associada a atuacdo das duas oncoproteinas E6 e E7 expressas por
eles e que serdo abordadas mais adiante.

O HPV ¢ incapaz de penetrar através de epitélio escamoso intacto. O ciclo de vida
do HPV relaciona-se aos queratindcitos encontrados na epiderme e no epitélio escamoso dos
Orgaos genitais, cavidade oral e es6fago (PINIDIS et al., 2016). Infecta, in vivo, a camada basal
da pele ou mucosa mitoticamente ativa, por meio de microabrasdes ou feridas no epitélio.
Dissemina-se pelo contato direto célula-célula sem uma viremia cléassica. No entanto, grande
parte das infeccBes é eliminada pelo sistema imune, ndo resultando em doenca clinica. Quando
0 sistema imunoldgico ndo consegue frear a invasdo do virus, ocorre a interacdo entre o
capsideo viral e a membrana citoplasmatica da célula do hospedeiro ocasionando a penetracao
e desnudamento do acido nucléico viral (ESQUENAZI et al, 2010; SILVA et al., 2011).

O genoma viral apresenta pelo menos trés regides: a regiao de controle longo (LCR,
do inglés Long Control Region) que € uma regido reguladora ndo codificante com 400 a 1.000
pb; a regido E (do inglés, early) que é formada pelos genes E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7, onde
E1 tem relagdo com a replicagao viral, E2 com a transcri¢ao e replicacao, E4 com a maturagao
viral e alteracdo da matriz intracelular. Os genes E5, E6 e E7 estao envolvidos na transformagao
celular; e a regiao L (do inglés, late) que é formada pelos genes L1 e L2 que codificam as
proteinas do capsideo (ZUR HAUSEN, 1996; BURD, 2003; FEHRMANN, 2003,
WOLSCHICK et al., 2007). Dessa forma, os genes E sdo expressos logo apos a infeccdo e
codificam as proteinas envolvidas na inducao e regulagdo da sintese de DNA, ja os genes L sdo
expressos em estagios posteriores de infeccdo, codificando as proteinas do capsideo viral
(MUNGER; JONES, 2015; ZUR HAUSEN, 1996; Figura 1).
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Figura 1-Esquema representativo do genoma do HPV mostrando o valor aproximado e a
localizagd@o dos 8 quadros de leitura sobrepostos em uma orientacao linear.
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Fonte: Elaborada pela autora (adaptado de Arney et al., 2010, p. 525).

A E6 liga-se, sequestra e degrada a p53, uma importante proteina supressora
tumoral. A E7, liga-se e sequestra a proteina do retinoblastoma, pRb, também supressora
tumoral, facilitando assim a liberagao do fator de transcricdo E2F permitindo a célula infectada
prosseguir no ciclo celular e se dividir, por mitose, indefinidamente (OLIVEIRA et al., 2003;
WENTZENSEN; VON KNEBEL DOEBERITZ, 2007; MUNGER; JONES, 2015; ELAGALI
etal., 2021).

Durante o ciclo de vida viral normal, o HPV se replica extracromossomicamente,
mas eventualmente se integra ao genoma do hospedeiro na regiao E1 e E2, em que mecanismos
de hipermetilagao podem interromper o gene E2, que tem a fungao de regular negativamente os
oncogenes E6 e E7, promovendo a superexpressiao de E6 e E7 e, consequentemente, a
capacidade de progredir para o cancer. As alteragoes causadas pela integragao do virus podem
causar instabilidade genomica devido & interrupgao do ciclo celular (ESTEVAO et al., 2019).

Dessa maneira, o ciclo biologico do HPV esta ligado ao ciclo celular das células
epiteliais hospedeiras, nas quais a replicacao viral acompanha a diferenciagao e a maturacgao,
sendo nas camadas superiores do epitélio onde se encontra maior atividade de replicagao viral
e maior quantidade de particulas virais (PORNTHANAKASEM et al., 2001; ZUR HAUSEN,
2002; LAWSON, 2009; DOORBAR et al., 2012).
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3.2 Tipologia do HPV

Aproximadamente 200 gendtipos diferentes de HPV ja foram identificados e
classificados nas formas cutdnea e mucosa. Assim, os gendtipos, também chamados de
subtipos, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82 sdo citados como de
alto risco; enquanto que 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81 como de baixo risco; e 30,
34,53,57, 62, 64, 67 e 69 sdo designados como de tipo inespecifico ou indeterminado (BURD,
2003; MUNOZ et al., 2003; BOCCARDO; MUNGER, 2004; VILLA, 2004; REIS et al., 2010).

O HPV pode ser agrupado com base na propensdo a progressdo maligna das lesoes.
Os subtipos HPV 6 e HPV 11 causam mais de 90% das verrugas genitais. Os HPVs de alto
risco tém maior probabilidade de persistir e estarem associados a lesdes pré-cancerigenas, como
por exemplo 0 HPV 16, 18 e 58 que causam lesdes intraepiteliais escamosas e podem evoluir
para carcinoma escamoso invasivo (WANG, 2012; MENESES; TORALLES; MENDES,
2019).

3.3 Carcinogénese e HPV

De um modo geral, a carcinogénese ¢ um processo multifatorial estimulado
principalmente por predisposigoes genéticas e causas ambientais (Lukasiewicz et al., 2021).
Pode ocorrer em todas as células, tecidos e Orgdos, causando alteracdes patoldgicas que
resultam em diversos tipos de cancer. Seis mecanismos celulares podem ser elencados: evasao
da apoptose, capacidade ilimitada de divisdo, aumento da angiogénese, resisténcia aos sinais
anticrescimento, inducdo de sinais de crescimento préprio e capacidade de originar metéastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

As cepas, 16, 18 e 31 foram capazes de, in vitro, imortalizar as células, através da
incorporagao de proteinas oncogénicas (E6 e E7), que inativam 0s supressores tumorais, ativam
ciclinas, inibem a apoptose e combatem a senescéncia celular. Entretanto, in vivo, estes tipos
virais nao formam tumores em animais experimentais, evidenciando a necessidade de mais
estudos (KUMAR et al., 2010).

As proteinas virais E6 e E7 produzidas pelo HPV atuam em um estagio muito
precoce da carcinogénese, aumentando significativamente a capacidade de duplicacao da celula
epitelial, ao bloquear as vias apoptoticas (CANDOTTO et al., 2017), além disso sao capazes de
interagir com as proteinas controladoras do ciclo celular. Em decorréncia dessa interagio, a

célula é conduzida a transformagao, imortalizagao celular e cancer (SOUTO et al., 2005). Além
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disso, o gene do HPV expressa a oncoproteina E5 que estimula o fator de crescimento
epidérmico que aumenta a proliferacao celular, podendo influenciar no processo de
transformagao maligna (TERMINE et al., 2008; HOOPE-SEYLER; HOPPE-SEYLER, 2011;
LETO etal., 2011; MELO et al., 2012).

O HPV pode se integrar ao genoma do hospedeiro e causar instabilidade gendmica,
aumentando o risco de progressdo neoplésica devido a sintese das oncoproteinas E6 e E7,
levando a proliferacdo celular (AKAGI et al., 2014; SCHIFFMAN et al., 2016),
desempenhando um papel na imunossupressdo inata, fundamental para eliminar a infeccéo
(AKAGI et al., 2014; SADRI NAHAND et al., 2020).

O céancer surge apos uma sequéncia prolongada de eventos envolvendo oncogenes
e genes supressores tumorais e 0 HPV pode atuar em estagios especificos da carcinogénese de
alguns casos de CM (WANG et al., 2018; DE CAROLLIS, 2019).

Tendo em vista que ndo estd bem definido o mecanismo no qual o HPV influencia
ou promove a carcinogénese na mama, hipotetiza-se que possa existir uma via oral de
contaminacdo da papila mamaria. Além disso, ha evidéncias de que as oncoproteinas E6 e E7
podem imortalizar células epiteliais mamarias humanas através da inativacdo de p53 e pRB,
respectivamente, evidenciando sua importancia na transformacao celular (WAZER et al., 1995;
WOODS, 2005).

Outro fato é que a expressao da proteina p53 apresentou-se significativamente
inibida no CM HPV positivo quando comparado ao tumor mamario HPV negativo, indicando
que os HPVs podem ser biologicamente ativos no CM (LAWSON, 2016b; LAWSON et al.,
2018).

A maioria (86-100%) do genoma do HPV esta presente no tecido mamario de forma
integrada, uma etapa importante da transformacéo celular epitelial induzida pelo HPV, bem
como a carcinogénese (MCBRIDE, 2017).

A expresséo dos oncogenes E6 e E7 tem suas implicagdes biologicas significativas
na carcinogénese. Os transcritos E6/E7 foram detectados em 24-100% das amostras de CM
(Islam et al., 2020). Diferentes pesquisadores detectaram a expressao das proteinas E6 e E7 em
24-76% das amostras da mama, indicando relevancia funcional do HPV no tecido tumoral da
mama (LAWSON, 2015; ISLAM et al., 2020). A expressédo de E6 e E7 foi evidente no tecido
normal adjacente, no mamilo e na camada epitelial da pele normal da mama (LAWSON, 2016b;
ISLAM et al., 2017b).

O efeito global das proteinas E6 e E7 consiste no bloqueio da apoptose e na remogao

das restrigoes a proliferagao celular (Figura 2). A oncoproteina E7 se liga a pRb e inativa sua
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funcao por prevenir a ligagao de pRb ao fator de transcricao E2F, podendo também degrada-la.
Em células com aumento da expressao da proteina E7, a inspecao do controle da transig¢ao da
fase G1 para S ¢ perdida e as células continuam no ciclo celular, levando a uma proliferagao
celular descontrolada (FERRARO et al., 2011).

Figura 2—Efeito das proteinas E6 e E7 do HPV no ciclo celular.
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Fonte: Elaborada pela autora (adaptado de Miinger & Howler, 2002 IN: Robbins & Contran, 2010).

Embora existam mais de 200 tipos de HPV, os tipos HPV 16 e 18 causam
aproximadamente 70% de todos os canceres do colo do Utero e cerca de 90% de outros tipos de
cancer relacionados ao HPV. A mais importante neoplasia relacionada ao HPV é a do colo
uterino, mas ndo € a Unica e continua sendo uma das principais causas de morte por cancer entre
mulheres em muitas regides menos desenvolvidas do mundo (JEMAL et al., 2014; INCA,
2021).

A auséncia de DNA do HPV no CM ndo exclui a possibilidade do HPV ter
influenciado no processo de carcinogénese, exatamente pela transitoriedade da infeccdo por
HPV (FELLER et al., 2010).

O esquema da figura 3 resume a fisiopatologia do HPV e mostra que o HPV tem
tropismo por células do epitélio escamoso e penetra nele através de microlesdes. Infecta as
células indiferenciadas (células-tronco) da camada basal que estdo em intenso processo de
divisdo celular. O virus depende dos diferentes niveis de diferenciagéo celular das células
escamosas para a montagem completa do seu aparato viral, que depois irdo infectar outras

células. O HPV pode permanecer como um epissoma ou se integrar ao genoma da célula do
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hospedeiro, onde ird regular a expressao de genes e/ou traduzir proteinas que interferem na
regulagéo do ciclo celular, causando instabilidade gendmica, aumentando os mecanismos de
proliferacdo celular, ativando a resposta imune, desregulando o processo de apoptose e
causando a supressdo de proteinas, como a p53 e a pRB, iniciando e promovendo a
carcinogénese. Abaixo a esquerda, 0 esquema mostra o0 genoma do HPV 16, constituido por uma
unica molécula de DNA circular de fita dupla, que é composto por uma Regido Longa de
Controle (LCR), por proteinas que sdo expressas precocemente (E1 — E7) e proteinas expressas
tardiamente (L1 e L2). As proteinas E6 e E7 de alto risco sdo as principais responsaveis pela
oncogénese do HPV aqui descritas (EGAWA et al., 2015; BODA et al., 2018, ESTEVAO et
al., 2019).
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Figura 3—Esquema representativo de como o HPV infecta o tecido epitelial e as multiplas etapas
da carcinogénese do HPV apos infectar a célula do hospedeiro.
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3.4 HPV e colo uterino

No Brasil, o cancer do colo do Utero é o terceiro tipo de cancer mais incidente entre
mulheres. Comparando-se esse dado com a incidéncia anual, de aproximadamente 500 mil
casos de cancer de colo do atero, conclui-se que esse cancer € um desfecho raro, mesmo na
presenca da infecgdo pelo HPV, ou seja, a infeccéo pelo HPV é um fator necessario, mas nao
suficiente para o desenvolvimento do cancer cervical uterino (INCA, 2021).

A maioria das mulheres tem grande probabilidade de infeccdo por HPV em algum
momento de suas vidas (CHEN et al., 2019). Na maioria das vezes, a infecgéo cervical pelo
HPV ¢é transitdria e regride espontaneamente, entre seis meses a dois anos apds a exposi¢cdo
(GHEIT, 2019; INCA 2019; WHO, 2021).

O cancer do colo do utero ¢ um dos mais frequentes tumores na populagao feminina
e ¢ causado pela infecgao persistente de alguns tipos do HPV. A infecgao genital por esse virus
¢ muito frequente e nao causa doenca clinica na maioria das vezes. Entretanto, em alguns casos,
ocorrem alteragdes celulares que podem evoluir para o cancer. Essas alteracGes sao descobertas
facilmente no exame preventivo (conhecido também como Papanicolau) e sao curaveis na quase
totalidade dos casos (INCA, 2019).

A prevaléncia de HPV na populacao brasileira é alta e varia de acordo com o local
anatdmico do corpo, com taxas mais baixas na cavidade oral em comparacdo com as regides
cervical, peniana e anal (COLPANI et al., 2020).

O HPV 16, que tem sido associado a quase 50% dos canceres cervicais em todo o
mundo e o HPV 18 como o segundo mais comum. Dessa forma, os tipos de HPV 16 e 18 estiao
associados a dois tercos dos canceres cervicais e subconjuntos de canceres de vulva, vagina,
pénis, anus, orofaringe e pele (PETRY, 2014).

Um ponto de suma importancia a ser considerado sdo as zonas de transi¢ao ou
transformacéo (ZTs), que sao regides do corpo nas quais dois tipos diferentes de tecido epitelial
se encontram, resultando no aparecimento de uma transi¢ao abrupta de um tipo celular para
outro. As ZTs sao encontradas em varios locais, incluindo a jungao cornea-conjuntiva, jungao
esofagogastrica, jungao gastroduodenal, juncao endo-ectocérvix, juncao ileocecal e jungao
anorretal. Varias dessas ZTs sao frequentemente associadas ao desenvolvimento de cancer, por
conter células indiferenciadas que estdo em constante processo de divisdo celular e, por isso,
mais propensas as mutagdes. Além disso, esse nicho celular é susceptivel a infeccdo viral e
associado principalmente a transformacgdo maligna, especialmente pelo HPV. Assim, a ZT do

colo do utero, também conhecida como zona de transformagao, ¢ o local comum de origem dos
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canceres cervicais, que como ja foi dito, é o segundo cancer mais comum em mulheres em todo
0 mundo e ¢é desencadeado pela infec¢ao pelo HPV (MCNAIRN; GUASCH, 2011; TOMASI,
OPATA; MOWA, 2019; Figura 4).

Figura 4—Corte histolégico da zona de transicdo no colo do utero localizada entre o epitélio
estratificado escamoso do ectocérvice e o epitélio simples colunar do endocérvice.
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Fonte: https://gr.pinterest.com/greatwolfg/cervical-intraepithelial-neoplasia/

O conhecimento da estrutura génica de diferentes tipos de HPV e a evolugao
tecnologica propiciaram o desenvolvimento de vacinas com a finalidade de impedir a infec¢ao
por tipos oncogénicos do HPV (ROTELI-MARTINS et al., 2022). A vacinacdo contra o HPV
é eficaz em reduzir a incidéncia das lesdes potencialmente malignas relacionadas ao cancer de
colo uterino, contribuindo na diminuicdo da morbimortalidade das mulheres vacinadas
(COELHO et al., 2023).
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Atualmente existem trés tipos de vacinas diferenciadas pelos subtipos de derivados
virais presentes: bivalente (exemplo comercial Cervarix®), quadrivalente (Gardasil®) e
nonavalente (Gardasil 9®). A bivalente confere imunidade para os subtipos oncogénicos de
HPV 16 e 18, responsaveis por cerca de 70% dos casos de cancer cervical, indicada em
mulheres a partir de 9 anos, com esquema vacinal de trés doses (CALUMBY et al., 2020). A
vacina quadrivalente é indicada para a prevencao de infeccdo causada pelos subtipos 6, 11, 16
e 18 (INCA, 2020). A vacina nonavalente inclui os genotipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58,
0s mesmos estudados neste trabalho, protegendo contra subtipos representados entre 0s mais
prevalentes em algumas areas brasileiras, tornando-se uma nova ferramenta para controle de
infecgBes persistentes por subtipos de alto risco oncogénico e diminuindo o nimero de casos
de céncer cervical e outras patologias relacionadas ao HPV (BORBA et al., 2022).

No ano de 2017, a vacinacdo contra HPV no Brasil passou a ser indicada para o
sexo masculino a partir de 11 anos. Essa medida visa diminuir a transmissdo do virus para
mulheres, assim como reduzir a incidéncia de diversos canceres decorrentes da infeccdo pelo
HPV gue acometem ambos 0s sexos, como cancer de anus e orofaringe (SANTOS; DIAS,
2018).

E essencial a divulgacio de informagBes atualizadas sobre a importancia da
vacinagao contra o virus HPV, com a finalidade de reduzir o numero de casos de cancer do colo
do utero e alastramento da infec¢ao na populacdo (DE ASSIS et al., 2023).

A relacdo definitiva entre 0 CM e a infec¢do por HPV néo foi determinada, diante
disso, avancos recentes em técnicas laboratoriais visam superar os desafios inerentes a deteccéo
de HPV em CM e a necessidade urgente para avaliar a possibilidade de prevencdo do CM
utilizando vacinas contra o HPV (WANG et al., 2012).

3.5 HPV na cavidade oral

A cavidade oral € formada pelo vestibulo da boca, que se comunica posteriormente
com a orofaringe. O vestibulo é o espaco entre os dentes ou gengiva, labios ou bochechas. A
cavidade propria da boca é o espaco entre os arcos dentais, ocupado pela lingua no repouso,
limitado superiormente pelo palato. A orofaringe ou parte oral da faringe, é delimitada
superiormente pelo palato mole, inferiormente pela base da lingua e lateralmente pelos arcos
palatoglosso e palatofaringeo, onde se localizam as tonsilas palatinas ou amigdalas
(DRUMOND; ARMOND, 2015).
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A cavidade oral consiste na boca, que inclui a lingua, os dentes e suas estruturas de
sustentacdo, as glandulas salivares maiores e menores e as tonsilas. A mucosa oral reveste a
cavidade oral e, conforme localizacéo, pode ser mucosa mastigatdria (gengiva e palato duro),
com epitélio estratificado pavimentoso queratinizado ou paraqueratinizado; mucosa de
revestimento (partes remanescentes da cavidade oral, exceto o dorso da lingua), com epitélio
estratificado pavimentoso ndo queratinizado; mucosa especializada (superficie dorsal da lingua)
que contém papilas linguais (ROSS, 2016).

A orofaringe é caracterizada por ser uma estrutura heterogénea em relacéo a sua
histologia e compreende niao apenas as amigdalas palatinas e a base da lingua (amigdalas
linguais), mas também o palato mole, os pilares amigdalinos e a ivula (BERMAN; SCHILLER,
2017; HAEGGBLOM et al., 2017; TIMBANG et al., 2019). Destes locais, 0s que apresentam
maior incidéncia de lesdes malignas sao a regiao tonsilar e a base da lingua, por associagao a
infecao pelo HPV (HAEGGBLOM et al., 2017; BUDU et al., 2019).

Muitas das lesdes orais benignas, como € o caso do papiloma escamoso oral, estdo
associadas aos HPVs de baixo risco (tipos 2, 4, 6, 7, 11, 13, e 32), com baixo poder de
transformacdo maligna, principalmente os tipos 6 e 11. As lesGes orais malignas estdo
associadas aos HPVs de alto risco (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 66),
sendo os tipos 16 e 18 os mais comuns nas lesdes pré-cancerigenas e carcinoma espinocelular
(CEC) de boca (ESQUENAZI et al., 2010; FERRARO et al., 2011).

A via de transmissdo do HPV para a cavidade oral ainda ndo é completamente
compreendida, e algumas pesquisas estdo sendo realizadas para esclarecer se a infeccdo genital
por este virus seria um fator predisponente (VISATTI, 2012).

Acredita-se que a principal via de contagio da cavidade oral é o sexo oral, mas a
introdugdo do virus na cavidade oral também pode feita por autoinoculagdo (SOUZA;
GONCALVES, 2009). Assim, devido ao aumento na pratica de sexo oral, principalmente sem
preservativos, esse virus passou a ser mais encontrado na cavidade oral, oferecendo
fundamentos para que a infecgao seja associada a lesdes na regiao e até mesmo ao cancer de
boca (CASTRO et al., 2004). Dessa forma, o comportamento sexual, quanto ao tipo de
atividade sexual, nimero de parceiros, idade da primeira relagdo sexual, estdo associados a
infeccdo oral por HPV (GILLISON et al., 2012).

Ainda em relagao a transmissao para a cavidade oral, deve ser considerada também
a via materno fetal e ap6s o periodo neonatal, outros mecanismos podem estar envolvidos, como

ainoculagao a partir de lesoes cutaneas para outro individuo ou autoinoculagao. Alguns autores
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consideram que, em adultos, a principal via de contagio da infecgao oral pelo HPV parece ser
por meio da pratica do sexo orogenital (SOUZA; GONCALVES, 2009).

Parece que a saliva tem papel protetor devido a presenca de agentes antimicrobianos
como lisozimas, lactoferrina, imunoglobulina A e citocinas, podendo explicar a baixa
transmissibilidade pela autoinoculagdo e pelo sexo orogenital. Apesar da frequéncia de O a
100% em individuos normais, € sugerida a possibilidade que a mucosa oral possa atuar como
reservatorio (ESQUENAZI et al., 2010; FERRARO et al., 2011).

Segundo Oliveira et al (2003) a associacdo do HPV com neoplasias benignas e
malignas da cavidade oral, principalmente o CEC, tem sido mais evidente. A sua frequéncia em
mucosa oral normal ndo define o papel do HPV na carcinogénese, se agente etiologico principal,
coadjuvante ou simples habitante do epitélio oral.

Castro; Bussolit Filho (2006) mostraram através de uma revisao bibliografica uma
prevaléncia dos HPVs 6 e 11 na mucosa oral normal (infecgdo latente) e Zambrano-Rios et al.
(2019) relataram que hé& poucas informacdes sobre a presenca de HPV na mucosa oral de
pacientes saudaveis e que a prevaléncia de HPV na mucosa oral foi de 6,6% (HPVs 11, 43 e
72), todas solteiras, com vida sexual ativa e relatos de atividade sexual sem protecéo.

A prevaléncia global média de infecgdo por HPV na mucosa oral em individuos
saudaveis ¢é de 4,9% (0% a 24%), constatando-se a maior prevaléncia na Europa (6,5%), seguida
pela América do Norte (5,1%), América Latina (4,6%) e Asia (3,1%), provavelmente devido a
diferentes comportamentos sexuais e consumo de tabaco (MENA et al., 2019). Tenta-se
compreender a melhor dindmica da infeccdo por HPV na carcinogénese oral estudando-se o
cancer cervical (VANI et al., 2023).

O CEC oral, tipo histolégico mais comum na boca, acomete frequentemente
homens, com média de idade de 60 anos, que fazem uso de alcool e tabaco. No entanto, outros
fatores tém sido associados ao desenvolvimento do cancer de boca e também ao de orofaringe,
que incluem agentes bioldgicos, inclusive o HPV, além de higiene oral precaria, historia
pregressa de neoplasia do trato aerodigestorio e exposicdo a luz ultravioleta em excesso no caso
de cancer de labio (HUBBERS, KGUL, 2015; TORRES; SBEGUE; COSTA, 2016).

Nesse sentido, 0 HPV tem sido atribuido como fator de risco para desenvolvimento
de carcinomas oral e da orofaringe devido ao aumento do numero de lesdes em pacientes que
nao possuem fatores de risco, como tabagismo e etilismo (SOARES; PEREIRA, 2018;
ECONOMOPQOULOU et al., 2020, BIGELOW et al., 2020). Ha alguns relatos de associacéo
entre higiene bucal deficiente e infeccdo por HPV oral (MONTENEGRO: VELOSO; CUNHA,
2014; GILLISON et al., 2014).



33

Devido a mudangas nos habitos sexuais da populacdo em geral nas ultimas décadas,
como reducdo da idade de inicio da atividade sexual, aumento do nimero de parceiros e habitos
sexuais orogenitais, as caracteristicas epidemioldgicas das infeccdes por HPV nos o6rgaos
genitais e orofaringe modificaram, com maior exposi¢do a infeccdo dos pacientes com idade
precoce, tornando o HPV uma infecgcdo endémica (D'SOUZA et al., 2007; NAGHAVI et al.,
2016), considerando que a maioria dos individuos sexualmente ativos é infectada pelo HPV
pelo menos uma vez na vida (WIERZBICKA; SAN GIORGI: DIKKERS, 2023).

A carcinogénese da mucosa oral esta diretamente associada a habitos prejudiciais,
como o tabagismo e o consumo excessivo de alcool, sendo que o risco é 30 vezes maior para
os individuos que fumam e bebem. Além disso, entre os fatores de risco, encontra-se a
exposi¢ao solar sem protegao, 0 excesso de gordura corporal e a infecgao pelo HPV (INCA,
2019). O HPV pode estar associado ao cancer da cavidade bucal e isso pode ser explicado pelo
alto crescimento de praticas de sexo oral, principalmente entre os jovens (DE SOUZA et al.,
2021).

Outro fator que pode influenciar na presenca de HPV na cavidade oral seria 0 uso
de proéteses totais. Nascimento et al. (2019) mostraram em seu estudo que pacientes usuarios de
proteses totais apresentaram maior frequéncia de DNA de HPV e tiveram uma razao de chance
de 2,1 para a presenca de HPV, de gendtipos de alto risco e por mais de um tipo viral. Além do
uso de protese total, a pratica de sexo oral também foi considerada associada a presenca de
HPV, enfatizando a importancia do contato sexual como forma de transmissao.

Mesmo com 0 avanco e o aprimoramento das técnicas de detec¢do do HPV nas
lesoes de mucosa oral, o seu envolvimento direto com os carcinomas orais nao foi ainda
devidamente comprovado, todavia a sua agao sinérgica com outros carcinogenos quimicos e
fisicos, tais como o fumo e o alcool, em determinados CECs parece ser o caminho mais correto
para explicar a agao do HPV na carcinogénese oral (OLIVEIRA et al., 2003).

O cancer de cabeca e pescoco engloba uma série de tumores malignos que podem
aparecer na boca, orofaringe, laringe (cordas vocais), nariz, seios nasais, nasofaringe, orbita,
pescoco e tireoide (INCA, 2021). O CEC da orofaringe atinge a amigdala, base de lingua, palato
mole e paredes da orofaringe (DALIANIS, 2014).

Conforme Syrjanen et al. (1983), a deteccdo de HPV 16, nas células epiteliais das
criptas amigdalianas e na base de lingua, é frequentemente associada a presenca de CEC; além
disso, ha um risco aumentado de 13 vezes mais em individuos com carcinoma do que no grupo
controle sem carcinoma. Diante desses dados, muitos estudos foram realizados com o proposito

de avaliar a presenga do HPV em lesoes bucais malignas (SIMONATO, 2006).
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Gillison et al. (2000) também detectaram o HPV em 25% dos casos de CEC de
cabeca e pescogo, sendo o HPV 16 identificado em 90% dos tumores, sugerindo que canceres
de orofaringe HPV positivos compreendem uma entidade de doenca molecular, clinica e
patoldgica distinta que provavelmente foi causada pela infeccdo de HPV e possui um
prognostico melhor.

Neste mesmo contexto, estudos afirmam que o cancer de orofaringe com HPV 16
positivo é mais responsivo a tratamentos como quimioterapia e radioterapia, em comparagao
com os canceres HPV negativos, por essa razao, o0 HPV 16 seria um marcador para melhor
prognoéstico e sobrevida de pacientes com a doenga (MARUR et al., 2010; VARELA, 2022;
VANI et al., 2023).

O desenvolvimento do cancer orofaringeo é mais frequente em homens com idade
acima de 50 anos. Na ultima década, houve um aumento na incidéncia de cancer orofaringeo,
em pacientes com menos de 50 anos e sem histoérico de uso de cigarro ou alcool, sendo
associado entao, a infecgdo pelo HPV, o tipo 16 de alto risco, como o mais frequente na
carcinogénese de orofaringe (MARUR et al., 2010; SYRJANEN et al., 2011).

A infecgdo oral por HPV ¢é reconhecida como uma causa independente de cancer
de orofaringe. Embora uma baixa prevaléncia (4,5%) de HPV oral tenha sido demonstrada na
populagdo em geral, estudos mostraram que 95% dos canceres de cabeca e pescogo associados
ao HPV estdo relacionados ao HPV 16 (KATKI et al., 2011; KEDARISETTY et al., 2016).

Recentemente, em artigo publicado na The Conversation, 0 numero de casos de
cancer de orofaringe (area de amigdalas e parte posterior da garganta) aumentou bastante nas
ultimas duas décadas, tendo como principal causa 0 HPV e sendo mais prevalente que o cancer
cervical nos Estados Unidos e Reino Unido (MEHANNA, 2023).

O HPV ¢ relatado como fator de risco no CEC de cabeca e pescoco, principalmente
na orofaringe, mas com associagdo controversa em relacdo ao CEC oral (GILLISON et al.,
2000; CHATURVEDI et al., 2011; MELO et al., 2012; KATIRACH et al., 2023).

A regido orofaringea é mais susceptivel a infeccdo pelo HPV de alto risco devido
ao tipo de epitélio reticulado nas criptas tonsilares e abundante tecido linfoide nas tonsilas
palatinas e base de lingua. As criptas tonsilares sdo bem invaginadas e o biofilme se acumula,
com infecgdes bacterianas e materiais estranhos, favorecendo a infecgéo persistente por HPV e
permitindo a carcinogénese (RIETH et al., 2018).

O HPV tem sido associado a 10-25% dos casos de CEC oral (HUBBERS; AKGUL,
2015) e 70-80% nos de orofaringe, com maior frequéncia do HPV 16, este ultimo costuma

acometer pacientes jovens, que ndo bebem e ndo fumam, com melhores taxas de sobrevida se
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comparados aos ndo associados com HPV (D'SOUZA et al., 2007; CHATURVEDI et al., 2011;
PINA et al., 2016; THOMPSON et al., 2020).

Vaérios subtipos de HPV podem ser encontrados na orofaringe, como 0s genotipos
16, 18, 31, 33, 35, 45 (GUO et al., 2016; BUDU et al., 2019; MIYAUCHI et al., 2019) entre
outros, contudo existe uma forte predominancia do HPV 16, sendo este detectavel em cerca de
90% a 95% dos CEC da orofaringe (D’SOUZA et al., 2007; GUO et al., 2016;
ECONOMOPOULOU et al., 2020; LEWIS et al., 2020;; MELO et al., 2021; WIERZBEC et
al., 2021).

A duracdo entre a infeccdo oral por HPV de alto risco e inicio do desenvolvimento
do CEC da orofaringe pode chegar a 20 anos, dessa forma alguns cofatores podem desempenhar
um papel na carcinogénese, desafiando a definicdo do HPV como unico fator causador do
cancer de cabeca e pescoco (MENA et al., 2019).

Considera-se o principal fator de risco do cancer de orofaringe a pratica de sexo
oral e a quantidade de parceiros ao longo da vida. A préatica de sexo oral em 6 ou mais parceiros,
durante a vida, aumenta em 8,5 vezes a chance de desenvolver o cancer de orofaringe em
relacdo a quem ndo pratica sexo oral (MEHANA, 2023).

Assim, o recente aumento de canceres orais e orofaringeos associados aos genotipos
de HPV de alto risco esta sendo considerado importante devido as suas distintas caracteristicas
clinicas e moleculares. A isso se soma a prevaléncia global da infeccdo oral pelo HPV em
individuos saudaveis variando de 0,67% a 35%, enquanto 31% a 38,5% no cancer de cabeca e
pescoco. A taxa de persisténcia da infeccdo oral por genotipo de HPV de alto risco é de 5,5% a
12,8% globalmente (VANI et al., 2023).

Embora haja caracteristicas semelhantes entre a mucosa oral e a do colo do Utero,
ambos sdo revestidos por epitélio escamoso ou levemente queratinizado, ainda hd muito o que
pesquisar para se poder afirmar que a carcinogénese se desenvolve da mesma forma
(SANDERS et al., 2012). Além disso, embora seja possivel transmitir o HPV da mucosa
cervical a oral, esta infecgdo é condicionada pelo sistema imunologico (CANDOTTO et al.,
2017; EGAWA, 2017).

A infeccdo cervical e oral por HPV simultaneamente, pode ser detectada
transitoriamente devido ao aumento da susceptibilidade a infec¢cdo por HPV causada por
distdrbios hereditarios ou imunolégicos, ou fazer parte de um grupo de risco por determinados
comportamentos sexuais, tabagismo ou imunodeficiéncia local (SEHNAL et al., 2019; ZHANG
et al., 2020).
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Segundo Termine et al. (2011), a prevaléncia de infecgdo oral por HPV em
mulheres com infec¢&o cervical por HPV foi de aproximadamente 16%, indice maior do que o
relatado em mulheres sem infeccéo cervical por HPV e na populacdo em geral. Uma prevaléncia
significatica de 24% de mulheres com mesmo tipo de HPV nas amostras orais e cervicais, e
aumento dessa prevaléncia em mulheres HIV positivas. Gerando questdes sobre a necessidade
de teste oral de HPV em mulheres com HPV de alto risco na mucosa cervical, porém mais
pesquisas sdo necessarias para compreender a transmissdo viral na mucosa oral e os fatores que
influenciam a presenca concomitante de infeccdo por HPV na mucosa oral e genital.

A infecgdo oral por HPV é maior em mulheres com infeccdo cervical por HPV
(20,4%) e seus parceiros (30,7%), sugerindo que a infeccdo genital aumenta o risco de adquirir
infeccdo oral subclinica por HPV (COSSELLU et al., 2018).

Em contrapartida, Nemésio et al. (2020) relatam baixa prevaléncia de HPV na
cavidade oral em um grupo de mulheres com achados anormais de rastreamento do cancer do
colo do Gtero e uma alta taxa de infecgdo pelo HPV do colo do utero e Oliveira et al. (2017)
sugerem que a infeccdo oral por HPV é um evento independente da infecgdo cervical e com
diferentes vias de transmiss&o.

Por fim, apesar da importancia causal do HPV ser evidente nos CECs da regido de
cabeca e pescoc¢o, em faringe, laringe, cavidade oral e area anogenital (HARIRI et al., 2011),
embora vérios estudos afirmem que ele desempenha um papel vital no desenvolvimento de
canceres cervicais e orofaringeos, ainda niao ha consenso do real papel do HPV na
carcinogénese do cancer oral (SOARES; PEREIRA, 2018; SHIGEISHI, 2023).

3.6 Cancer de mama

O CM é o0 mais incidente na populagdo feminina mundial e brasileira, excetuando-
se 0s casos de cancer de pele ndo melanoma. No Brasil, 0 CM ¢é o que mais causa mortes entre
as mulheres (RODRIGUES et al., 2012; INCA, 2021).

Na figura 5, a seguir, pode-se ver que a mama é formada basicamente pelo tecido
epitelial glandular e tecido conjuntivo (parénquima, estroma e adiposo). O mamilo ou papila
mamaria possui formato conico e, externamente, é coberto por epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado continuo com a pele adjacente. A pele ao redor do mamilo forma a
aréola que embora bem delgada é queratinizada. Nos ductos lactiferos, o epitélio passa a ser
cubico com uma dupla camada de células, uma delas reveste internamente o ducto (em azul), a

outra o circunda externamente e é formada por células mioepiteliais com propriedades
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contrateis (em rosa). Existe uma zona de transi¢do (ZT) do epitélio estratificado da pele da
papila e o epitélio cubico do ducto mamario, ou seja, transicdo de um tipo de epitélio para o
outro no ducto lactifero (figura 6). O epitélio de revestimento dos ductos interlobulares
terminais € similar ao do ducto lactifero (OVALLE; NAHIRNEY, 2014).

Figura 5-Esquema representativo da anatomo histologia da glandula mamaria feminina madura
(lado esquerdo) e da papila mamaria (lado direito).
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Fonte: LY (p. 300608, 2022).

O CM é uma doenca multifatorial e os avangos cientificos na compreensdo da
génese e do comportamento do tumor forneceram ferramentas eficazes para prevencéo,
tratamento e seguimento (DE BASTOS, 2019), com significativa diminui¢cdo da mortalidade
nos paises desenvolvidos. Os estudos sobre fatores de risco do CM devem ser estimulados,

assim como os métodos de prevencao (BATISTA et al., 2020).

3.7 Fatores de risco do cancer de mama

Um fator de risco para o0 CM é qualquer condicéo que aumente a probabilidade para
0 seu desenvolvimento. Ter um ou varios fatores de risco para CM ndo significa
necessariamente o desenvolvimento da neoplasia de mama. Muitas mulheres que desenvolvem
CM néo tém fatores de risco conhecidos além de serem simplesmente mulheres.

O mesmo fator pode ser de risco para varias doencas, como por exemplo o
tabagismo e a obesidade, que sdo fatores de risco para diversos canceres, além de doencas
cardiovasculares e respiratérias. Eles podem ser encontrados no ambiente fisico, herdados ou
resultado de comportamentos, habitos ou costumes préprios de um determinado ambiente social
e cultural (INCA, 2022).
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A investigacdo da etiologia do CM é muito importante, embora maltiplos fatores
de risco como idade, reposicdo hormonal, consumo de alcool, dieta hipercal6rica, histéria
familiar, estejam associados na maioria dos casos, a causa inicial permanece inexplicavel
(HORTOBAGY I et al., 2005; MOSTAFAEI et al., 2020). Por isso, pesquisadores tém buscado
outros fatores, como o papel das infec¢bes por HPV na patogénese do CM (DAMIN et al.,
2004; VILLIERS et al., 2004; HENG et al., 2009; RODRIGUES, 2011; MOSTAFAEI et al.,
2020).

A quantidade de fatores de risco associados ao CM ¢ significativa e inclui fatores
modificaveis e nao modificaveis. Os fatores ndo modificaveis sdo: sexo feminino, idoso,
historico familiar (CM ou cancer de ovario), mutagoes genéticas, raca/etnia, gravidez e
amamentacdo, periodo menstrual e menopausa, densidade do tecido mamario, histéria prévia
de CM, doengas nao cancerigenas da mama e radioterapia anterior. Os fatores modificaveis sdo:
terapia de reposi¢ao hormonal, atividade fisica, excesso de peso/obesidade, consumo de alcool
e cigarro, suplementagao vitaminica insuficiente, exposi¢ao excessiva a luz artificial, ingestao
de alimentos processados, exposi¢ao a produtos quimicos e outras drogas (LUKASIEWICZ et
al., 2021).

3.7.1 Fatores ndo-modificaveis

Na mulher, um dos principais fatores associados ao aumento do risco de CM esta
no aumento da estimulagdo hormonal. Ao contrario dos homens, que apresentam niveis
insignificantes de estrogeno, as mulheres tém células mamarias muito vulneraveis aos
hormbnios (especialmente estrogeno e progesterona) e as eventuais perturbagdes do seu
equilibrio (KEY et al., 2013; LUKASIEWICZ et al.,, 2021). As alternancias nos niveis
fisiologicos dos niveis endogenos de hormonios sexuais resultam em maior risco de CM no
caso de mulheres na pré-menopausa e na pos-menopausa (KEY et al., 2002; FOLKERD;
DOWSETT, 2013; ZHANG et al.,2013).

O CM em homens é uma doenca rara que, no momento do diagnostico, tende a ser
mais avangada do que nas mulheres. A idade média dos homens no momento do diagnastico é
de cerca de 67 anos. Os fatores importantes que aumentam o risco de CM no homem sio: idade
avangada, mutacoes BRCA1 e BRCA2, aumento dos niveis de estrogénio, sindrome de
Klinefelter, histérico familiar de CM e exposigao a radiagao (GIORDANO, 2018).

O aumento da idade é um dos principais fatores de risco do CM e relaciona-se ao

acumulo de exposicOes ao longo da vida e as préprias alteragdes biologicas do envelhecimento
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(SILVA; DA SILVA, 2011a; WHO, 2021), visto que cerca de 80% das pacientes com CM
possuem idade superior a 50 anos (SIEGEL et al., 2014; MCGUIRE et al., 2015).

Foi observado uma relagao entre o subtipo molecular especifico de CM com a idade
da paciente, como o0 CM triplo-negativo ¢ mais comum em grupos com menos de 40 anos de
idade, enquanto nas pacientes com mais de 70 anos, é o subtipo Luminal A (MCGUIRE et al.,
2015). A ocorréncia de cancer com o aumento da idade nao se limita apenas ao CM, decorre do
acamulo de alteracdes celulares e exposic¢ao a potenciais carcinogenos (LUKASIEWICZ et al.,
2021).

A historia familiar de CM constitui um fator de risco importante, e aumenta o risco
de desenvolvimento do CM em duas a nove vezes, principalmente se um ou mais parentes de
primeiro grau (mée ou irmd) forem acometidas antes dos 50 anos, e aproximadamente 13-19%
dos pacientes diagnosticados com CM relatam um parente de primeiro grau com historico de
CM (SHIYANBOLA et al., 2017; BREWER et al., 2017, JERONIMO; FREITAS; WELLER,
2017; WHU et al., 2018; BAGLIA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018).

O CM resulta de fatores genéticos e ambientais que levam ao acamulo de mutagoes
em genes essenciais. O CM de carater hereditario corresponde por aproximadamente 5-10% do
total de casos (RODRIGUES et al., 2012; INCA, 2021). Uma historia familiar de cancer de
ovario, especialmente aqueles caracterizados por mutacdes BRCAL e BRCA2, também podem
induzir a um maior risco de CM (BRAY; MCCARRON; PARKIN, 2014; ELIK et al., 2015).
O modelo mais amplamente aceito de suscetibilidade ao CM ¢ devido a mutagoes em BRCA1
e BRCA2 (BRAY; MCCARRON; PARKIN, 2014). A histdria pessoal de CM e de doencas
benignas da mama (hiperplasia atipica, carcinoma in situ, lesGes proliferativas ou néo
proliferativas) aumentam o risco de lesGes cancerigenas nas mamas (WANG et al., 2004;
HARTMANN et al., 2005; DRYSTAD et al., 2015).

Estudos epidemioldgicos relatam certos aspectos quanto a raga/cor como fator de
risco para 0 CM (COUGHLIN, 2019). As disparidades de raca e etnia sdo observadas entre o0s
individuos acometidos pelo CM, nos quais a taxa de incidéncia de CM permanece mais alta
entre as mulheres brancas nao hispanicas (HILL et al., 2019; YEDJOU et al., 2019). Ao
contrario, a taxa de mortalidade por essa malignidade ¢é significativamente maior entre as
mulheres negras e este grupo também ¢ caracterizado pelas menores taxas de sobrevivéncia
(ACS, 2022), e nas mulheres com ascendéncia africana, o indice de CM do tipo receptores de
estrégeno positivo (RE+) em jovens é maior do que em mulheres com ascendéncia européia
(FIGUEROA et al., 2020).
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Lin et al. (2015) relataram grandes dificuldades de se associar a infeccéo pelo HPV
a grupos étnicos especificos, pela grande variabilidade genética, além do comportamento de
risco, normas sociais e grande diversidade cultural entre os paises. Padela et al. (2015)
avaliaram a associacdo entre fatores relacionados a religido e o rastreamento do cancer,
sugerindo que os valores religiosos influenciam seus comportamentos de busca de salde.

Moura et al. (2020) analisaram a percepcdo das mulheres quanto a sua
vulnerabilidade em relacdo as IST, relatando baixa percepg¢éo sobre o assunto e acreditando que
somente sdo acometidas por IST as que ndo vivenciam um relacionamento estavel,
evidenciando a necessidade de a¢des preventivas.

O nivel socioeconomico influencia significativamente nas praticas de prevengao
secundaria do CM, de modo que quanto mais alto o nivel socioeconémico da mulher, maior a
prevaléncia de realizacdo das condutas preventivas, com maiores chances de diagndstico
precoce (TORTAJADA et al., 2019; KALTNEMEIER et al., 2020).

Como dito anteriormente, os fatores enddcrinos e a histéria reprodutiva estdo
relacionados principalmente: ao estimulo estrogénico e progesterona (endégeno ou exdgeno);
a historia de menarca precoce (idade da primeira menstruacdo menor que 12 anos); menopausa
tardia (apds os 55 anos), primeira gravidez ap6s os 30 anos; nuliparidade; amamentacgao; uso
de contraceptivos orais (estrogénio-progesterona) e terapia de reposicdo hormonal pés-
menopausa (estrogénio-progesterona), quando a maior exposicdo e desequilibrio hormonal séo
cruciais na inducdo de eventos carcinogénicos no microambiente mamario (BERNSTEIN,
2002; ALBREKTSEN et al., 2005; SILVA; DA SILVA, 2011; WHO, 2021; RODRIGUES et
al., 2012).

O inicio precoce da menstruacdo antes dos 12 anos e o término tardio apés 50 anos,
seriam uma hipotese de risco de CM, cerca de duas vezes maior do que em mulheres que
comecam a menstruar tardiamente aos 15 anos e terminam precocemente aos 40 anos (TITU-
ERNSTOFF et al., 1998; HARLOW; PARAMSOTHY, 2011).

A gravidez precoce (inicio dos 20 anos) e a duracdo do periodo de amamentacéo
representam fatores protetores em relagdo ao desenvolvimento de CM (BERNSTEIN, 2002;
ALBREKTSEN et al., 2005; RODRIGUES et al., 2012), onde a maior duracéo do periodo de
amamentacdo reduz principalmente o risco de CM RE/RP positivos e negativos (URSIN et al.,
2005). A idade precoce da menarca esta associada ao grau do tumor de mama e envolvimento
de linfonodos (ORGEAS et al., 2008).

A maior densidade do tecido mamario correlaciona-se com o maior risco de CM,

tanto em mulheres na pré ou pés-menopausa (KIM et al., 2020). O risco de CM aumenta com
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o tratamento radioterapico, principalmente se realizado antes dos 30 anos (NG; SHURYAK,
2014).

3.7.2 Fatores modificaveis

Os fatores comportamentais e ambientais com evidéncias mais solidas incluem a
ingestdo de bebida alcodlica, sobrepeso e obesidade, inatividade fisica e exposicdo a radiacdo
ionizante (INUMARU et al., 2011; ANOTHAISINTAWEE et al., 2013; WHO, 2021; INCA,
2020). Sobre isso, mulheres que fazem reposi¢cdo hormonal por mais de 5 ou 7 anos possuem
maior risco de desenvolver CM (VINOGRADOVA et al., 2020). A ingestdo de antidepressivos
como paroxetina, antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina
também aumentam o risco da neoplasia mamaria (STEINGART et al., 2003; WERNLI et al.,
2009).

A atividade fisica regular é um fator protetor de incidéncia de CM (KYU et al.,
2016; DE BASTOS, 2019; CHEN et al., 2019), reduzindo a exposicdo aos hormoénios sexuais
enddgenos, alterando as respostas do sistema imunoldgico ou os niveis dos fatores de
crescimento, além de melhorar a qualidade de vida (HOFFINAN-GOETZ et al., 1998; DE
BASTOS, 2019).

A dieta ou habitos alimentares sdo considerados como fator de prevencdo nédo
apenas nos tumores mamarios, evidenciando-se que a obesidade é considerada um fator que
aumenta na incidéncia de casos de CM, causada por uma dieta desequilibrada (DE BASTOS,
2019). Esse fato é explicado em virtude do excesso de gordura estabelecido como indice de
Massa Corporal (IMC) maior que 30kg/m2, que pode causar um estado inflamatério cronico e
afetar os niveis de hormonios circulantes, como a insulina e os hormoénios sexuais, facilitando
eventos pré-carcinogéncos, permitindo maior morbimortalidade em pacientes com CM.
Sobretudo na p6s-menopausa, quando os niveis de estrégeno estao elevados (JAMES et al.,
2015; INCA, 2019; KOLAK et al., 2017; SUN et al., 2017; WANG et al., 2019), ha maior
probabilidade de desenvolvimento de CM com RE + (KOLB; ZHANG et al., 2020).

O uso nocivo de alcool ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de alguns tipos
de cancer, dependendo principalmente da dose e duracao da exposicao, ou seja, do padrao de
consumo de alcool e de quanto tempo ocorre 0 habito de beber. O etanol produz espécies
reativas de oxigénio, causando danos no DNA, podendo aumentar os niveis de estrogénio, além
de ter efeito cancerigeno sobre as células, por funcionar como um solvente ao chegar no

intestino, facilitando a entrada de outras substancias toxicas para dentro da célula
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(RACHDAUQUI; SARKAR, 2013; ASIF et al., 2014; JERONIMO et al., 2017; KOLAK et
al., 2017; EROL et al., 2017; SUN et al., 2017).

O tabagismo é atualmente classificado pela International Agency for Research on
Cancer (IARC) como agente carcinogénico com limitada evidéncia para CM em humanos, ou
seja, 0 impacto do nicotismo crénico no aumento do risco de CM sdo contraditorios
(SMOLARZ; NOWAK; ROMANOWICZ, 2022).

A prevencdo do CM baseia-se no controle dos fatores de risco modificaveis e na
promocdo de fatores de protecdo. Estima-se que seja possivel reduzir o risco da mulher
desenvolver CM por meio de medidas como: praticar atividade fisica, manter o peso corporal
adequado, adotar uma alimentacdo mais saudavel e evitar ou reduzir o consumo de bebidas
alcdolicas. Amamentar é uma pratica protetora e deve ser incentivada e realizada pelo maior
tempo possivel. Ndo fumar e evitar o tabagismo passivo também podem contribuir para reduzir
os riscos (OHL et al., 2016; SOARES et al., 2019; INCA, 2021).

3.8 Classificacao do cancer de mama

O tumor de mama apresenta alteragoes heterogéneas e complexas com diferentes
caracteristicas clinicas e formas de evolugdo da doenga, com resposta a tratamentos, graus de
agressividade e prognostico variados. Histologicamente, as neoplasias de mama diferenciam-
se com base na sua morfologia geral, principalmente, o estagio tumoral e grau, tipo histologico
de proliferagao e metastases (através da invasao de linfonodos e vascular), variaveis
importantes na determinacdo do prognostico (RINTALA et al., 2005; RAKHA, GREEN,
2017).

O CM consiste em um numero crescente de subtipos biologicos tumorais. Os tipos
histologicos dessa neoplasia podem ser divididos em carcinomas in situ e invasivo (HENG et
al., 2009; SUN et al., 2017; URBAN et al., 2017). Os carcinomas in situ sao identificados
quando as células tumorais estao presentes nos ductos ou l6bulos, sem degradacao da membrana
basal ou invasao estromal, ou seja, ¢ considerado nao invasivo ou um CM pré-invasivo, com
grande chance de cura se o diagndstico for realizado neste estagio. Os carcinomas sao
classificados como invasivos quando as células tumorais atravessam a membrana basal,
estrutura presente nos limites entre o interior do ducto e/ou l6bulo mamario e o estroma (HENG
et al., 2009; ONCOGUIA, 2020).

O CM invasivo pode ser do tipo ductal invasivo ou lobular invasivo. No primeiro

caso quando atingem os ductos, e lobular quando afetam os I6bulos. O restante é classificado
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como: neuroendocrino, tubular, medular, cribiforme, apécrino, metaplasico, mucinoso,
inflamatorio, micropapilar, cistico, mucinoide e papilar (HENG et al., 2009; LIANG et al.,
2013). O tipo ductal invasivo é o mais comum, correspondendo a quase 70% dos CM invasivos.
O lobular invasivo é mais dificil de ser diagnosticado na mamografia do que o ductal invasivo,
correspondendo a cerca de 10% dos CM invasivos (SUN et al., 2017; URBAN et al., 2017).

Os subtipos ductal e lobular constituem a maioria de todos os CM, sendo o do canal
ductal responsavel por 40-75% de todos os casos diagnosticados (INCA, 2020). A maioria dos
CM origina-se do epitélio do ducto mamario que se comunica com 0 meio externo através do
mamilo e aréola (SALMAN et al., 2017).

Aproximadamente 90-95% dos CM sao adenocarcinomas, que surgem das células
que revestem os ductos lactiferos ou lébulos. Destes, 75-80% sao carcinomas ductais invasivos
e 5-10% sao carcinomas lobulares invasivos. Tipos especiais de CM invasivos incluem
carcinomas mistos (ductais e lobulares), inflamatorios, metaplasicos, papilares, tubulares,
adenoides cisticos, cribiformes, medulares e mucinosos (MAKKI et al., 2015; KONG et al.,
2020).

Os CM sdo classificados também de acordo com a expressao de genes, identificados
por imuno-histoquimica, relacionando-se com a maior ou menor agressividade da doenca como
o carcinoma triplo negativo, associados a RE, receptores de progesterona (RP) e fator de
crescimento epidérmico (HER-2), cujos receptores sao ausentes nestes tumores, sendo um dos
mais agressivos CM, representando cerca de 15% dos CM e de dificil tratamento. O CM
inflamatorio ¢ um tipo raro de CM invasivo, que representa de 1 a 5% dos CM, identificado
pela apresentacdo clinica com extensa area hiperémica na pele (RIBEIRO et al., 2021).

O CM apresenta alta heterogeneidade clinica, morfologica e biologica. Devido a
essa complexidade e variagdo genética apresentadas pelas células que compdem o tecido
mamario. No nosso estudo, sdo avaliados os genes RE, RP, marcador imumoistoquimico Ki67,
HER?2 e citoqueratinas. A terapia sistémica é programada em func¢éo do estadiamento clinico,
do grau histopatologico e da expressdo genética identificada pela imuno-histoquimica
(CIRQUEIRA et al., 2011; MOODY, LAIMINS, 2010; GOBBI, 2012; RAKHA, GREEN,
2017).

Na classificacdo molecular identifica-se cinco subtipos de tumores de mama: 1.
Luminal A apresenta células diferenciadas dos limens ducto-lobulares e expressédo dos
receptores de estrdégeno e progesterona (RE+ e/ou RP+), auséncia de HER2 (HER2-) e Ki-67
<14%, e possui 0 melhor progndstico; 2. Luminal B que se origina em células luminais, com

expressao dos receptores de estrogeno e progesterona (RE+ e/ou RP+), auséncia de HER2
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(HER2-) e Ki-67 maior ou igual a 14% e progndstico intermediario; 3. Superexpressdo de
HER2 (ndo-luminal) que possui o gene (RE-, RP- e HER2+); 4. Basaloide (RE-, RP-, HER2-,
CK5+ e/ou EGRF+); 5. Triplo negativo ndo basaldide com caracteristicas de células pouco
diferenciadas e com alta taxa de proliferacdo (RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-) (CIRQUEIRA
etal., 2011; GOLDHIRSCH, 2011).

A classificagao dos tumores mamarios segue o sistema TNM que foi criado na
década de 1940, no trabalho de Pierre Denoix com o intuito de unificar a classifica¢ao
anatomica e estadiamento dos tumores, baseando-se na avaliagao de trés componentes
principais: T- tamanho ou extensio, N - acometimento de linfonodos e metastase. A adi¢ao de
nameros indica a extensao da malignidade (TO, T1, T2, T3, T4, NO, N1, N2, N3, M0, M1)
(UICC, 2017).

O estadiamento descreve aspectos do cancer quanto a localizacao e disseminacao,
ou se esté afetando as fungbes dos outros érgdos do corpo. Conhecer o estagio do tumor auxilia
na defini¢do do tipo de tratamento e progndéstico da paciente. O primeiro estagio é o estagio 0
(carcinoma in situ) que pode ser de alto e baixo grau do ponto de vista anatomo-patolégico e
com alto indice de cura. Os carcinomas invasivos variam, de | a IV. Quanto maior o estagio,
mais avancada a doenca e pior prognostico. Os principais critérios usados sdo: T. Indica o
tamanho do tumor primario e se disseminou para outras areas; N. Descreve se existe
disseminacéo da doenga para os linfonodos regionais; M. Indica se existe presenca de metastase
em outros 6rgdos, como pulmdes ou figado; ER. O tumor é receptor de estrogénio; PR. O tumor
é receptor de progesterona; HER2. O tumor tem a proteina HER2; G. O grau do cancer indica
0 quanto as células cancerigenas se parecem com células normais (ONCOGUIA, 2020).

A adicéo de informacGes sobre o status de RE, RP e HER2, junto com o grau, tornou
o0 estadiamento do CM mais complexo do que para 0s outros tipos de cancer (ONCOGUIA,
2020). O TNM consiste em um sistema internacional que visa determinar o volume da doenga
ou carga tumoral de um individuo e agrupar de acordo com prognosticos semelhantes, com base
em critérios anatbmicos, e de acordo com a composicdo do T, N e do M determina-se um

estadiamento (Quadro 1).
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Quadro 1-Estadiamento dos tipos de canceres de acordo com o sistema TNM.

ESTAGIO TNM
0 Tis NO MO
1A T1NO MO
IB TONImiMO T1N1miMO
A TONIMO T1N1MO T2 NO MO
1B T2N1MO T3 NOMO
A TON2MO  T1N2MO
T2N2MO T3 N1MO T3 N2 MO
B T4NO T4N1 T4N2
Inc TX N3 MO
v TX NX M1

Legenda: T, para tumor primario; N, para linfonodos, M , para metastase
Fonte: ANDRADE (2018).

3.9 Papel do HPV na carcinogénese mamaria

O mecanismo da carcinogénese do HPV no CM ¢ diferente dos canceres cervicais
e de cabeca e pescogo, em que a maior parte dos CM originam-se do epitélio do ducto mamario
e investigar a relacdo entre HPV e CM é uma hipo6tese valida devido a exposi¢do dos ductos
mamarios ao ambiente externo, através do complexo aréola-mamilo, podendo fornecer o ponto
de entrada para a infeccdo pelo HPV. Essa contaminagdo pode ocorrer a partir do contato das
mAaos com 0s 6rgaos genitais e a glandula mamaria, contato entre regido genital contaminada e
mama, contato de secrec¢des corporais contaminadas com as fissuras ou microlesdes da papila
ou pele das aréeolas, durante a atividade sexual e/ou oral (RINTALA et al., 2005; POLYAK,
2007; GLENN et al., 2012; CAVALCANTE et al., 2018; KUDELA; NACHAJOVA; DANKO,
2019; ISLAM et al., 2020; BLANCO et al., 2021; MALDONATO-RODRIGUEZ et al., 2022).

Outra via de contaminacao sugerida para a transmissdo do HPV é a hematogénica
ou linfatica dos virus HPV (CHANG et al., 2012; LAWSON, 2016b; KUDELA,
NACHAJOVA; DANKO, 2019). A transmissao nao sexual também pode ocorrer através da
amamentacdo (RINTALA et al., 2005; GLENN et al., 2012).

Os estudos que pesquisam a prevaléncia do HPV em CM no Brasil ainda sé&o
escassos. Um deles, realizado em Porto Alegre em 2004, apresentou 24,75% de positividade

para 0 HPV em amostras de mama (DAMIN et al., 2004). No Cear4, o estudo realizado pelo
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grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Ceara, no ano de 2018, apresentou 49,5%
de positividade para a presenga do HPV em amostras de CM e 15,8% de positividade em tecido
mamario sem alteracbes (CAVALCANTE et al., 2018).

Interessantemente, Lawson e colaboradores (2016) demonstraram que mulheres
com lesdes cervicais pregressas por HPV, apresentaram maior probabilidade de desenvolver
CM, justificado pela exposicao prolongada ao virus. Analisaram mulheres australianas que
foram diagnosticadas previamente com lesdes cervicais e observaram-se que 70% destas
desenvolveram CM e perceberam ainda que as mulheres jovens que apresentaram lesao
cervical, desenvolveram CM mais precocemente em relagao a mulheres mais velhas.

Elegali et al. (2021) mostraram uma boa relagdio entre CM e HPV, sendo
responsavel por cerca de 18% dos casos de CM. O estudo avaliou a relacdo entre diferentes
genétipos de HPV e a expressao dos genes P53 e RB, RE e RP no CM entre mulheres sudanesas.
A associagao entre genotipos de HPV e diferentes tipos histologicos de CM entre os grupos de
estudo foi sem significancia estatistica (p = 0,73).

3.9.1 Discordincia do HPV na carcinogénese mamdria

A associagdo entre IST por HPV é bem documentada com o cancer cervical e de
orofaringe, entretanto, a relacdo desse virus com o CM ainda ndo estd bem estabelecida
(KOLOURA et al., 2018; TAHMASABI et al., 2023). Desse modo a associacdo entre 0 HPV
e CM ainda € um tema controverso, e 0 papel exato do HPV na carcinogénese mamaria ainda
ndo é clara. As evidéncias atuais ndo estabelecem uma relagdo de causa e efeito, mas sugerem
possivel associacao.

Embora haja discordancia, varios autores tém sugerido o papel do HPV na
carcinogénese mamaria (VILLIERS et al., 2004; AKIL et al., 2008; MOU et al., 2011;
RODRIGUES, 2011; ISLAM et al., 2019; BLANCO et al., 2021; KUDELA et al., 2022).
Outros, como Hedau et al. (2011) ndo detectaram DNA de HPV nas amostras de CM, usando
0 PCR convencional, ndo apoiando o papel do HPV genital na patogénese do CM em mulheres
indianas.

Silva; da Silva (2011a) consideraram o papel do HPV na carcinogénese mamaria
como controverso, e avaliaram a presenca de HPV 6, 11, 16 e 18 por PCR no carcinoma ductal
invasivo, demonstrando que ndo houve associagdo dos tipos de HPV considerados mais

prevalentes em CM.
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Zhou et al. (2015) n&o encontraram DNA de HPV em nenhuma das 154 amostras
testadas (77 amostras de CM e 77 de tecidos normais). No entanto, sua meta-analise revelou a
prevaléncia de HPV em 30,30% dos casos de CM, e a maioria envolvendo HPVs de alto risco
(35,5%). Dessa forma, este estudo concluiu que o PCR é considerado o método mais efetivo de
deteccdo de HPV em CM, e a prevaléncia de HPV no CM depende da regido geografica, periodo
de publicagdo e método de deteccdo de PCR.

Algumas investigacdes nao identificaram o HPV no tecido mamario, mas outras o
identificaram com diferentes frequéncias de positividade, variando entre 1,2 a 86%. Dentre
alguns estudos do tipo caso-controle (21/24 estudos), a positividade nos casos foi maior do que
nos controles, mas as razdes de chances e intervalos de confianga ndo foram relatados. Os
resultados sdo controversos, mas despertam grande interesse na participacdo potencial do HPV
na carcinogénese da mama, mas nao como participante essencial de causa e efeito, mas pelo
menos como coparticipante em alguns casos (MALHONE; LONGATO-FILHO; FILASSI JR,
2018).

A discordancia em torno da relacdo do HPV como causador do CM pode ser pela
dificuldade de se encontrar o virus nos espécimes, ao contrario da facilidade de sua detecgao
no cancer cervical (LINDEL et al., 2007), ou seja, carga viral extremamente baixa. As
infec¢oes pelo HPV sao comuns, mas os CM associados ao HPV sio incomuns e as infecgoes
pelo HPV podem preceder o desenvolvimento de CM, e outros canceres por anos ou mesmo
décadas. Dessa forma, a influéncia HPV na carcinogénese mamaéria pode ser indireta
(LAWSON et al., 2016a).

3.9.2 Gendtipos do HPV encontrados na mama

Varios gendtipos do HPV ja foram encontrados em diferentes amostras mamarias.
Band et al. (1990), de forma pioneira, suspeitaram de que o HPV pode ter um papel no CM
humano, pela identificagio de HPVs de alto risco (16, 18, 31, 33 e 35) nos CM e na
imortalizacao de células mamérias humanas normais in vitro quando expostos ao HPV e os
fatores de crescimento necessarios.

Em 1992, Di Lonardo et al. foram os primeiros a demonstrar a presenca de HPV
nos tumores da mama, identificando o DNA do HPV 16 em 29,4% de 40 espécimes de CM
emblocados em parafina, e em 17% dos linfonodos metastaticos, usando a técnica da reagao em

cadeia da polimerase (PCR).
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Pereira et al. (2013) relataram a prevaléncia do DNA do HPV nas amostras frescas
de CM (26%), com prevaléncia do HPV 11, seguido do HPV16 de alto risco, demonstrando
pela primeira vez na Argentina, que o HPV pode ter um significado biolégico na carcinogénese
da mama.

Os tipos de HPV mais comuns relacionados aos casos de CM em todo o mundo,
sa0 os tipos de HPV 16, 18 e 33 (DAMIN et al., 2004; HENG et al., 2009; LAWSON et al.,
2009; ANTONSSON et al., 2011; HAGHSHENAS et al., 2016). No entanto, a presenca de
tipos de baixo risco como HPVs 6 e 11 também foi relatada (VILLIERS, 2004 ; SIGAROODI
etal., 2012; Ll et al., 2015; DELGADO-GARCIA et al., 2017; KHODABANDEHLOU et al.,
2019). A localizagao geografica, o tamanho da amostra e as diferencas metodologicas podem
explicar a diferenga na prevaléncia do HPV e na distribui¢ao do genétipo (WANG et al., 2012).

Manzouri et al. (2014) estudaram lesées mamarias benignas e malignas onde nas
amostras malignas os gendtipos de alto e baixo risco mais comuns foram o HPV 16 (3,6%) e 0
HPV 11 (3,6%), respectivamente. Ja nas amostras benignas, os genotipos de alto e baixo risco
mais comuns foram o HPV 31 (3,9%) e o HPV 43 (3,9%), respectivamente. Entre 0s espécimes
malignos e benignos, o carcinoma ductal e o fibroadenoma foram as lesdes mais comuns e
positivas para diferentes tipos de HPV, portanto, estudos epidemioldgicos maiores precisam ser
analisados para estabelecer o papel exato desse virus na patogénese do CM.

No estudo de Fernandes et al. (2015) a presenca de HPV foi detectada em 41,67%
das biopsias recentes de CM, com genétipo 51 (30,77%) como mais frequente, seguido pelos
tipos 18 e 33. A maioria dos tumores foi encontrada no grupo luminal A, com uma faixa baixa
de expressao de Ki67.

Salman et al. (2017) investigaram a presenca e atividade biolégica do HPV de alto
risco no CM, rastreando um total de 110 amostras frescas de tecido mamario, com a presenca
de doze tipos de DNA de HPV de alto risco usando PCR, onde o DNA do HPV foi detectado
em amostras de tecido mamario, com 47% dos testes de CM positivos. Tanto a malignidade in
situ quanto a invasiva demonstraram a presenca de HPV. Além disso, detectou-se a proteina
oncogénica E7 em varios tecidos de CM invasivo.

De acordo com o estudo de Delgado-Garcia et al. (2017) que analisaram 251 casos
de CM, 51,8% foram positivas para HPV, detectando os HPVs 16 e 11, corroborando com a
importancia da influéncia do HPV no desenvolvimento da neoplasia mamaria.

A pesquisa de Islam et al. (2017) analisou mulheres com CM e detectaram o HPV

em aproximadamente 65% da amostra total, sendo os principais tipos os HPVs 16, 18 e 33. A
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infeccao por HPV aumentou siginificativamente durante a progressao tumoral, quando
compararam pacientes com estagios iniciais do CM e pacientes com estagio avancado.

Lima (2016) observou no Nordeste do Brasil, em Recife, a prevaléncia de HPV em
carcinoma de mama de 46,7%, com o HPV 16 como mais prevalente (92%) e alta taxa de
deteccdo de oncoproteinas E6 e E7.

Morato et al. (2020) avaliaram a prevaléncia do HPV em tecidos tumorais
mamarios, 0s tipos virais mais frequentes e a avaliagdo da expressao das oncoproteinas E6 e
E7, afim de verificar a influéncia do HPV na carcinogénese mamaria. Foram encontrados HPVs
de alto e baixo risco nos tumores, sendo os HPVs do tipo 16 e 18 os mais prevalentes. As
mulheres que apresentaram neoplasia cervical prévia por HPV desenvolveram neoplasia
mamaria mais precocemente. Em relagdo as oncoproteinas virais E6 e E7 observaram que a sua
atividade aumenta de acordo com a progressao tumoral. Concluiram que o HPV esta presente
em tecidos tumorais mamarios na maioria das pesquisas analisadas, que algumas populagdes
apresentam maior prevaléncia do HPV, que os tipos virais de alto risco estao associados ao
desenvolvimento tumoral e que a atividade das oncoproteinas E6 e E7 esta aumentada em
tumores com estagios avangados.

Zapana et al. (2022) demonstraram a presenca de HPV-16 e HPV-18 em amostras
de bidpsias de CM, em participantes peruanas, utilizando o gene E6 como alvo de detecgao,
que permanece preservado e nao ¢ perdido durante a integragao viral como ocorre com 0 gene
L1, obtendo 84,38% das amostras positivas para HPV, 25% foram positivas para HPV 16 e
59,38% foram positivas para HPV 18.

Ghaderi et al. (2022) avaliaram a associacao das cepas de alto risco HPVs 18 e 16,
em 60 participantes, das quais 40 com CM e 20 saudaveis, na faixa etaria de 23-70 anos, e
demonstraram uma relacdo significativa (p=0,014) entre a presenca desses gendtipos com a
neoplasia mamaria.

Mohmmed et al. (2023) fizeram a analise com PCR de 102 amostras de pacientes
com CM e 40 pacientes saudaveis como grupo controle, com idade de 25-75 anos. O DNA do
HPV foi detectado em 16-20% das bidpsias parafinizadas e de tecido fresco em mulheres com
CM e 0 HPV do tipo 16 foi identificado em 17 amostras (94,4% das amostras positivas).

Conforme Gomes de Oliveira et al. (2022), o papel do HPV na carcinogénese
permanece indefinido devido a diversidade de resultados entre os estudos, possivelmente
causada pela grande heterogeneidade de métodos, e alguns deles com métodos inadequados.
Em seu estudo de revisao sistematica e meta-analise em HPV por PCR em tecido a fresco e

congelado de CM, o HPV 16 foi 0 mais comum em casos e controles, seguido do HPV 18.
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Os nove gendtipos do tipo HPV 6,11,16,18,31,33,35,45 e 52 séo evidentes no CM
e variam em diferentes popula¢ées no mundo. O HPV 16 é mais prevalente nas pacientes
americanas, HPV 18 e 33 sdo mais frequentes nas pacientes australianas e chinesas (DAMIN et
al., 2004; GURGEL et al., 2013; DELEGADO-GARCIA et al., 2017; LAWSON et al., 2019;
ISLAM et al., 2020). As oncoproteinas E6 e E7 do HPV estimulam a progressdo do ciclo
celular, transformacéo celular e desenvolvimento do cancer (MOHMMED et al., 2023).

A patogénese do HPV ligada a carcinogénese de mama também continua
desconhecida, porém, os resultados dos estudos envolvendo HPV e CM, relatam o genoma viral
em porcentagens grandes de amostras analisadas, indicando uma alta frequéncia de infecgao
em CM. O HPV pode ser uma das causas em potencial para o desenvolvimento do CM. Além
disso, 0s tipos 6 e 11, que até entdo, eram considerados de baixo risco oncogénico, podem estar
relacionados com o desenvolvimento do CM (BORBA et al., 2022).

A infeccdo por HPV de alto risco pode ser um gatilho precoce na carcinogénese do
CM ou agindo de forma indireta, devido a baixa carga viral, seguido por outras alteracGes
cumulativas com outros fatores ambientais, reforcando que nao estéd esclarecido a forma de
contaminacdo da mama pelo HPV (RODRIGUES, 2011; ISLAM et al., 2019; BLANCO et al.,
2021; KUDELA et al., 2022).

Diante do exposto, a presenga do HPV no tecido mamario ¢ um achado importante,
mas nao é condigao suficiente para estabelecer um papel etiologico no desenvolvimento do CM
ou de qualquer outra patologia mamaria. No entanto, os resultados sugerem um possivel papel
do HPV em patologias da mama como um cofator de risco, mas que diferem da patogénese de
outras neoplasias associadas ao HPV (BLANCO et al., 2021; MALDONATO-RODRIGUEZ
etal., 2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo, periodo e local de estudo

O estudo foi do tipo caso-controle, transversal e observacional, realizado nas
seguintes instituicdes: Grupo de Educagio e Estudos Oncologicos (GEEON) conveniada com
a Universidade Federal do Ceara (Fortaleza-CE) e Laboratorio de Pesquisa em Micobactérias
do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (Fortaleza-
CE). As coletas das amostras ocorreram no periodo de 22 de outubro de 2018 a 02 de dezembro
de 2021 (Figura 7).

Figura 7-Fluxograma das especialidades e instituicdes académicas envolvidas na pesquisa.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023)

4.2 Populagéo do estudo

As participantes do estudo foram mulheres que buscaram espontaneamente

atendimento no servico de Mastologia do GEEON. Os grupos de faixa etaria utilizados nesse
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estudo foram trés: com menos de 42 anos de idade, entre 42 e 51 anos de idade e com mais de
51 anos de idade. A idade de 40 anos corresponde ao parametro adotado por mastologistas,
quanto ao inicio da triagem mamaria em mulheres, e 51 anos de idade corresponde a média de
idade da ocorréncia da menopausa no Brasil. Esses parametros foram previamente utilizados
em estudo do nosso grupo (CAVALCANTE et al., 2018).

4.3 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa, como todo o protocolo experimental, foi submetido na
Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP/CONEP) com niimero
de parecer: 2.396.348-2017, no dia 23 de novembro de 2017 (ANEXO A). Todas as pacientes
elegiveis a pesquisa foram convidadas a participar do estudo e formalizaram sua participacao
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE- APENDICE I1),
apo6s tomarem conhecimento sobre os objetivos do trabalho, bem como os detalhes sobre os
procedimentos envolvidos e com devido esclarecimento do sigilo sobre esses dados. As
participantes foram entrevistadas no dia da realizacdo do exame com a dentista e 0 mastologista,
para 0 preenchimento de um questionario (APENDICE 1), que continha dados

sociodemogréficos, clinicos, laboratoriais e comportamentais.

4.4 Amostra

A amostra oral (N) foi constituida por 132 participantes, 58 mulheres portadoras de
CM (grupo caso), com diagndstico confirmado, correspondendo a 43,93% da amostra total, e
74 mulheres com exame clinico da mama normal (grupo controle), correspondendo a 56,06%,
calculada conforme a férmula abaixo. As amostras orais de duas participantes foram
descartadas por terem sido negativas quanto ao controle interno de positividade a -globina
humana (SAIKI et al.1986).

Das 132 participantes, 97 participantes (50 no grupo caso e 47 no grupo controle)

realizaram a coleta de amostras mamarias.
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A férmula para calculo do tamanho da amostra oral foi dada da seguinte maneira:

N.p.(1—p).z?
p.-(1—p).z%2 + (N + 1)e?

Onde: n = Tamanho amostral, z = valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado, e significancia o/2,
geralmente o = 0,05 e z = 1,96, p = Proporcao populacional de individuos que pertencem a categoria que estamos
querendo estudar, e = Erro amostral ou margem de erro.

A equacao exige que se substitua o valor populacional p, pelo valor amostral p. Mas
se estes também forem desconhecidos, substituimos por 0,5 (BOLFARINE; BUSSAB, 2005;
HIRAKATA; AGRANONIK, 2011).

4.4.1 Critérios de inclusdo

Foram convidadas a participar do estudo, mulheres na faixa etaria igual ou superior
a 18 anos, todas oriundas do Servigo de Mastologia do GEEON, atendidas entre os anos de
2018-2021, que se encontravam em acompanhamento com mastologista. No grupo caso, as
participantes apresentaram diagnostico de CM confirmado por avaliacdo histopatolégica,
mamografia, ressonancia ou ultrassom de mama, submetidas a avaliagdo com mastologista.

Todas as participantes assinaram o TCLE.

4.4.2 Critérios de excluséo

Foram excluidas do estudo as participantes que se negaram a responder o
questionario; aquelas previamente vacinadas contra HPV; as que tinham realizado tratamento
prévio de CM (cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia), de cancer oral/cabeca e pescoco
(cirurgia e/ou radioterapia) ou de cancer de colo de Gtero (cirurgia e/ou radioterapia), com
diagnostico de cancer de mama ndo epitelial; as que ndo forneceram consentimento apds

informagoes sobre a pesquisa ¢ com amostras -globina DNA negativas.

4.5 Recrutamento das participantes

As participantes do estudo foram mulheres que buscaram espontaneamente

atendimento no servico de Mastologia do GEEON. O convite era realizado todas as tercas-
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feiras, no periodo da manha, do dia 01 de dezembro de 2018 a 31 dezembro de 2021, com média
de 20 participantes atendidas por turno.

A entrevista inicial foi destinada a coleta dos dados do questionario, a0 exame
clinico oral e a coleta das amostras orais por uma unica pesquisadora dentista e, quando
possivel, a coleta na &rea da mama por um Unico pesquisador mastologista. Os pesquisadores
dentista e mastologista foram devidamente treinados para o estudo. As coletas foram realizadas
em modelo duplo cego, ou seja, os pesquisadores envolvidos ndo tinham acesso aos dados
clinicos das participantes.

No exame clinico odontoldgico extraoral foi realizada a inspecdo, palpacéo,
avaliacdo do perfil facial, avaliagdo de modificacdes nas estruturas anatdmicas e presenca de
linfonodos palpaveis, ou seja, alteracGes importantes foram registradas na ficha, utilizando o
refletor da cadeira odontoldgica. No exame intraoral, todas as superficies e estruturas da
cavidade oral foram analisadas, como labios, lingua, rebordo alveolar, mucosa jugal, regido
retromolar, assoalho bucal, gengiva, palato duro e mole. Apenas uma participante apresentou
lesdo intraoral e foi realizada a bidpsia, contudo ndo foi incluida no estudo.

O odontograma foi realizado para avaliar a necessidade de tratamento odontoldgico
em cada dente, seja restaurador, cirdrgico ou reabilitador, seguindo as normas basicas.
Consideraram-se lesGes de caries, presenca de restauracdes e outros critérios que foram
registrados no odontograma e utilizou-se o indice CPO-D para avaliar a prevaléncia de caries,
com origem nas palavras “cariados”, “perdidos” e obturados”; 0 D indica que a unidade de
medida é o dente (KLEIN; PALMER, 1937).

No mesmo dia, a participante era atendida pelo mastologista, que realizava exame
clinico, dermatoscopia da papila, além da solicitacdo e analise de exames complementares,
como ultrassom, mamografia e bidpsia caso fosse necessario e, assim, era determinado se a
participante tinha ou ndo cancer de mama e sinais de HPV na papila mamaéria.

As rotinas diagnosticas nas participantes portadoras de CM foram o estudo
anatomapatoldgico, estudos imunohistoquimicos (genes RE, RP, CERB-2, P53 e P16),
estadiamento clinico, exame ginecoldgico, mamografia, ultrassonografia mamaria e abdominal,

cintilografia e radiografia de térax quando necessarios.
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45.1 Coleta das Amostras Orais

Uma Unica pesquisadora dentista coletou as amostras da cavidade oral e orofaringe,
para posterior realizacdo do teste molecular de multiplex nested PCR. A técnica de coleta
compreendeu duas areas da cavidade oral:

1. Orofaringe (parede lateral da orofaringe bilateralmente).

2. Mucosa oral (mucosa jugal direita e esquerda; bordas lateral direita e esquerda
da lingua).

Para a coleta das amostras da orofaringe, os swabs Sterile® (IVD) foram
friccionados na parede lateral da orofaringe, em ambos os lados, evitando tocar nas tonsilas e
Gvula (Figura 6a, 6b e 6¢). A participante era orientada a se alimentar em torno de duas horas
antes do exame, para evitar nausea ou vomito e ndo foi feito nenhum tipo de desinfeccéo ou
limpeza da cavidade oral. Apos a coleta, o swab era imerso no frasco contendo em torno de 500
uL de tampao estéril Tris-EDTA (pH 8,0), devidamente identificado e sob congelamento (-20°

C) até o momento das analises laboratoriais.

Figura 8 Swab para coleta na orofaringe, regido a ser coletada e execucdo da coleta com swab
na orofaringe.

Fonte: Montagem elaborada pela autora (2023).
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As coletas dos raspados da mucosa oral (Figura 9) foram realizadas com citobrushs
ou escovas cervicais KOLPLAST® (ltupeva-S&o Paulo), de formato cbnico, com ponta de 20
mm, realizando friccdo em movimento rotacional em sentido horario (10 repeti¢des), na mucosa
jugal direita e esquerda e em ambas as bordas laterais da lingua. O citobrush foi imerso em 300
uL de tampao Tris-EDTA (pH 8,0) em tubo tipo Eppendorf® (Sigma-Aldrich), devidamente
identificado e mantido também sob congelamento (-20°C) até o inicio das analises laboratoriais.

Figura 9—Coleta do raspado da mucosa jugal e lateral de lingua.

Fonte: Montagem elaborada pela autora (2023).

45.2 Coleta das Amostras da Mama

Um unico pesquisador mastologista coletou as amostras da mama, para posterior
realizacdo do teste molecular multiplex nested PCR (Figura 10). As amostras da mama foram
constituidas a partir de bidpsia a fresco, punch de papila mamaria, swab de ducto de mama,
guiadas pela dermatoscopia. Foi realizada a antissepsia da pele da mama da participante com
clorexidina a 2%, seguido de soro fisioldgico, para posterior coleta das amostras (Figuras 11,
12 e 13).
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Figura 10—Material necessario para a coleta das amostras mamarias.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Figura 11-Visdo da mama a olho nu e visdo da papila mamaria normal com o dermatoscépio.

Fonte: Montagem elaborada pela autora (2023).

Figura 12—Visdo da papila mamaria com Carcinoma de Paget por dermatoscopia.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Figura 13-Uso do dermatoscopio nas mamas de todas as participantes, com achado sugestivo
de HPV.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.6 Processamento das Amostras Oral e Mamaria

Todas as amostras recebidas foram registradas em uma planilha tipo Excel, no
Laboratorio de Pesquisa em Micobactérias do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidas congeladas em freezer (-20°C) até o momento

da realizacdo da extracdo do DNA.

4.6.1 Extracdo do DNA genémico

Para a extracdo do DNA foi empregado o PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen — Thermo Fisher Scientific — Waltham, Massachusetts, USA), seguindo o protocolo
do fabricante destinado a extracao e purificagdo de DNA de tecidos de mamiferos (Figura 14).
O DNA de HPV foi extraido das amostras de raspados da mucosa oral, dos swabs de orofaringe,
e amostras mamarias. Antes da extracdo, as amostras foram descongeladas naturalmente a

temperatura ambiente.
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Figura 14—PureLink TM Genomic DNA Mini Kit.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Foi cortada a ponta do swab de orofaringe com auxilio de uma lamina de bisturi
estéril diretamente no microtubo estéril de 1,5 mL, em seguida, adicionado o tampéo TE (Figura
15). Para as amostras de raspado da mucosa oral nao foi necessario um pré-tratamento (Figura
16).

Figura 15-Amostra swab de orofaringe.

Fonte: Montagem elaborada pela autora (2023).

Figura 16-Amostra raspado da mucosa oral.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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As amostras mamarias foram descongeladas, como descrito anteriormente,
colocadas em placas de Petri estéreis e cortadas em pequenos fragmentos com um bisturi estéril,
sendo entdo transferidas para microtubos estéreis de 1,5 mL (Figura 17).

Foram tomadas medidas para evitar contaminacao cruzada entre as amostras, dentre
elas: laminas de bisturi estéreis para cada amostra, placas de Petri individualizadas e estéreis,
microtubos estéreis e limite de até 10 amostras a serem processadas por dia. Areas de extragio

e PCR ocorreram em ambientes separados.

Figura 17—Extracdo do DNA de amostra de biopsia da mama.

Fonte: Montagem elaborada pela autora (2023).

O protocolo utilizado compreendeu as etapas de adigdo de 180 puL de PureLink™

Genomic Digestion Buffer e 20 uL de Proteinase K (600mAU/mL) em cada amostra. Em
seguida as amostras foram homogeneizadas em vortex Certomat MV (B Braun Biotech
International - GmbH, Alemanha) e depois incubadas em Thermo-shaker modelo VHD
(Biosystems, Parand, Brasil) na temperatura de 55 °C na rotacdo de 250 rpm em overnight (18-

20 horas), conforme Figura 18.
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Figura 18—Protocolo de Extracdo de DNA.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Apods a incubagdo foi adicionado 20 puL de RNase A sendo as amostras
homogeneizadas em vértex. Em seguida, foi adicionado 200 uL de PureLink ™ Genomic Lysis/
Binding Buffer, levando-as ao vortex. Foi adicionado 200 pL de alcool etilico absoluto e
homogeneizadas em vortex. As amostras (incluindo os precipitados) foram pipetadas em
PureLink ™ Spin (coluna de silica) acopladas em tubos coletores. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, sendo os tubos
coletores descartados. As colunas foram acopladas em novos tubos coletores. Em seguida, foi
adicionado 500 uL de Wash Buffer 1 as amostras, sendo centrifugadas a 10.000 rpm por 1
minuto e descartados novamente os tubos coletores. Posteriormente, 500 uL. de Wash Buffer 2
foi adicionado as amostras e estas foram centrifugadas a 13.000 rpm por 3 minutos e
descartados o0s tubos coletores novamente. As colunas de silica foram acopladas em microtubos
de 1,5 mL estéreis e 50 uL de PureLink ™ Genomic Elution Buffer foi adicionado diretamente
no centro das membranas das colunas, sendo incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto e
centrifugadas a 13.000 rpm por 2 minutos, para finalizar as colunas foram descartadas, e 0s

microtubos com o DNA purificado foram mantidos (Figura 19).
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Figura 19—Extragcdo do DNA das amostras, utilizacdo do vortex e do Thermo-shaker.

Fonte: Montagem elaborada pela autora (2023).

A quantificacdo do DNA foi realizada em nanoespectrofotometro NanoDrop 1000
(Thermo Scientific- Massachusetts, EUA; Figura 20), sendo cada microtubo identificado com
sua respectiva concentracdo de DNA. As amostras de DNA foram mantidas congeladas - 20°C,

até a realizacdo da PCR.

Figura 20-Espectrofotometro.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.6.1.1 PCR do controle interno 3-globina humana

Todas as amostras foram analisadas quanto a qualidade do DNA, utilizando o
padrdo de amplificacdo do gene de proteina B-globina. Foram empregados os iniciadores do
gene da B-globina PC04 e GH20 gerando produto de 268 pb conforme protocolo descrito por
Sotlar et al. (2004), mostrando o gel de agarose 1,5% em tampdo TBE 1x de produtos de
amplificagdo da regido L1 do HPV e do controle interno do gene B-globina (268 pb). As
amostras B-globina DNA positivas foram submetidas a amplificacédo e tipagem do HPV, em
reacOes de multiplex nested PCR. Quatro amostras orais -globina DNA negativas foram

excluidas do estudo, ou seja, duas participantes foram excluidas (Figura 21).
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Figura 21-Amplificagdo de amostras das participantes e de condiloma vaginal com o0s
iniciadores MY09/MY 11 e B-globina PC04 e GH20.
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Legenda: Pocgos 1 e 25 — Marcador de peso molecular de 100 pb (Sinapse); pocos 2 a5 e 7 a 22 —amostras positivas
para B-globina exibindo produtos de 268 pb; poco 6 — amostra negativa; pogo 23 — controle positivo (banda de 268
pb) com amostra de condiloma vaginal; e pogo 24 — controle negativo (H2O substituindo DNA).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.6.1.2 Deteccdo do HPV por multiplex nested PCR

A deteccdo do HPV foi realizada a partir do DNA purificado, por meio da técnica
descrita por Sotlar et al. (2004), utilizando um conjunto de iniciadores que amplificam a regido
intergénica das proteinas E6 e E7 do HPV, com produto variavel de 572 a 679 pb. A variacdo
de peso molecular do produto de amplificacdo da PCR E6 e E7 ocorre devido as variages na
sequéncia intergénica entre os tipos de HPV.

Para a reacdo de multiplex foi preparado um mix dos iniciadores GP-E6-3F, GP-
E7-5B e GP-E7-6B na concentragao final de 50 pmol. O quadro 2 apresenta 0s componentes

que foram usados para a preparagao do mix.

Quadro 2-Composicdo do mix paraa PCR E6 e E7 do HPV

PCR E6E7 Volume (ul)
Go Taq Green Master Mix M712C PROMEGA 12,5
Primer mix GP-E6-3F/5B/6B, 50pmol, final 0.1-1.0uM 0,25
(0,5pmol)

Amostra DNA testada, usar 200ng total 2

Ou controle positivo — 100 ng/ul Cont. Positivo
Agua isenta de nuclease 10,25
Volume Final 25

Fonte: Sotlar et al. (2004).
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O preparo do mix foi realizado em cdmara de fluxo laminar em sala isolada (Figura
22 a). Foi realizada a aliquotagem do mix em frascos de 0,2 mL. As respectivas quantidades de
DNA de cada amostra foram adicionadas posteriormente em area reservada (Figura 22 b). Os
microtubos contendo o0 mix e 0 DNA foram transferidos para o Termociclador GenePro (Bioer)
para a amplificagdo do DNA. A amplificagdo ocorreu nas seguintes condi¢des — desnaturagdo
inicial a 94 °C por 4min, seguido de 40 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 1 minuto, anelamento
a 40°C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos e extensao final a 72 °C por 10 minutos.
Os resultados das PCRs da regido intergénica E6 e E7 foram considerados como positivo ou

negativo.

Figura 22-0 preparo do mix em camara de fluxo laminar.

Fonte: Montagem elaborada pela autora (2023).

Um exemplo de produtos da regido intergénica de E6 e E7 € evidenciado na Figura
23, com gel de agarose 2% em tampao TBE 1x de produtos de amplificacdo da regido E6-E7
do HPV com os iniciadores GP-E6-3F/5B/6B (produto de 592 a 672 pb).
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Figura 23-Amplificacdo de amostras das participantes do estudo e de condiloma vaginal com
os iniciadores GP-E6-3F/5B/6B da regido intergénica dos genes E6 e E7 do HPV.

B3 A4S 8T 8 97 10 Al 213 1870041510

.~

-

.. A g
8 was O

-

P " :"
- B
Y I LR o.

Legenda: Pocos 1 e 16 — Marcador de peso molecular de 100 pb (Sinapse); pocos 2 a 5 e 12 e 13 — amostras
positivas para GP-E6-3F/5B/6B exibindo produto de 600 pb; pocos 6 a 11 — amostras com auséncia de produto
para os iniciadores GP-E6-3F/5B/6B; poco 14 — controle positivo (banda de 600 pb) com amostra de condiloma
vaginal; poco 15 — controle negativo (H20 substituindo DNA).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Para a corrida eletroforética foi empregado 10 pL do produto de amplificagao.
(Electrophoresis Power Suply — EPS, GE Healthcare®), em gel de agarose a 1,5% contendo 2,5
uL de solucao de brometo de etidio 10 mg/mL. Foi adicionado 5 uL de marcador de 100 pb
(Sinapse Inc.) para andlise do produto de amplificacdo de E6 e E7.

Por fim, apds as corridas eletroforéticas, os géis de agarose foram revelados em
transiluminador UV a 302 nm com ImageQuant 300 Capture (GE Healthcare®) e os produtos
foram analisados por comparacao de seus pesos moleculares (Sotlar et al.2004).

A reacdo subsequente de tipagem foi realizada a partir de dois mixes, contendo
iniciadores para HPV de baixo e alto risco oncogénico. O mix HPV | continha iniciadores para
0s tipos 16, 18, 31, 45 e 59, enquanto o mix HPV Il abrange os tipos 6/11, 33, 52, 56 e 58.

Em cada reacdo foi empregado, como controle positivo de amplificagao, DNA de
HPV de amostra de condiloma vulvar positiva para o HPV e, como controle negativo, utilizou-
se a agua livre de nuclease substituindo o DNA.

Os produtos da PCR E6 e E7 foram empregados para a tipagem do HPV. Foram
preparados dois mixes de iniciadores, HPV 1 e Il, na concentragio de 2 pmol cada. O mix HPV
| apresentou produtos de amplificacdo que variavam de 151 a 457 pb, enquanto o mix HPV I

variava de 181 a 398 pb, de acordo com Sotlar et al. (2004). Os resultados da tipagem do HPV
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foram apresentados como negativo ou o tipo especifico de HPV. O quadro 3 descreve 0s
componentes dos mixes de multiplex nested PCR.

Quadro 3—Reacdo de amplificacdo para a tipagem do HPV.

Mix HPV tipagem Volume (pl)
Go Taq Green Master Mix M712C PROMEGA 12,5
10x Mix HPV 1 ou Il (2 pmol) 0,5
2ul do produto E6E7 2,0
Agua livre de RNase 8
Volume Final 25

Fonte: Sotlar et al. (2004).

As reacdes de amplificagOes ocorreram no Termociclador Bioer de acordo com as
orientacOes previamente publicadas (Sotlat et al.2004), com desnaturacédo inicial a 94 °C por
4min, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30segundos, anelamento a 56 °C por 30
segundos e extensao a 72 °C por 45 segundos e extensdo final a 72 °C por 4 minutos.

Apos as corridas eletroforéticas, os géis de agarose foram revelados em
transiluminador UV a 302 nm com ImageQuant 300 Capture (GE Healthcare®) e os produtos
nos géis foram analisados por comparacdo de seus pesos moleculares. Os produtos respectivos
para cada tipo de HPV possuem os seguintes comprimentos (Sotlar et al.2004) — HPV 16 (457
pb), HPV 18 (322 pb), HPV 31 (263 pb), HPV 59 (215 pb) e HPV 45 (151 pb), HPV 33 (398
pb), HPV 6/11 (334 pb), HPV 58 (274 pb), HPV 52 (229 pb), HPV 56 (181 pb). As Figuras 23
e 24 sdao exemplos de amplificacbes tipo especificas de HPV de algumas amostras das
participantes do estudo.

A figura 24 representa a localizagdo dos iniciadores e seus respectivos produtos de
amplificacdo de acordo com o tipo especifico, apresentando a foto de gel de agarose 2% em
tampéo TBE 1x de produtos de amplificacdo da regido E6-E7 do HPV com os iniciadores do
Mix 1, HPV 16 (457 pb), 18 (322 pb), 31 (263 pb), 59 (215 pb), 45 (151 pb).
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Figura 24-Amplificagdo de amostras das participantes e de condiloma vaginal com o0s
iniciadores tipo-especificos Mix 1 (tipos 16, 18, 31, 45 e 59) do gene E6-E7 do HPV.

-
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Legenda: Pocos 1 e 24 — Marcador de peso molecular de 50 pb (Promega); pogo 7, 8 e 10 — amostras positivas
para Mix 1 exibindo produto de 457 pb (HPV 16); pogo 22 — controle positivo para HPV 16 (banda de 457 pb)
com amostra de condiloma vaginal; pogo 23 — controle negativo (H2O substituindo DNA).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Na figura 25 é mostrada a foto do gel de agarose 2% em tampdo TBE 1x de produtos
de amplificacdo da regido E6-E7 do HPV com os iniciadores Mix 2, HPV 33 (398 pb), 6/11
(334 pb), 58 (274 pb), 52 (229 pb) e 56 (181 pb).

Figura 25-Amplificacdo de amostras das participantes e de condiloma vaginal com os
iniciadores tipo-especificos Mix 2 (HPV tipos 33, 6/11, 52, 56 e 58) do gene E6-E7 do HPV.
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Legenda: Poco 1 e 24 — Marcador de peso molecular de 50 pb (Promega); pocos 11, 12, 13, 15 e 19 — amostra
positiva para Mix 2 exibindo produto de 334 pb (HPV 6/11); poco 20 e 21 — controles negativos (H»O substituindo
DNA); poc¢o 22 — controle positivo para HPV 6/11 (produto de 334 pb) com amostra de condiloma vaginal.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).



69

O diagrama da Figura 26 indica a posicdo do genoma do HPV (16) que ¢
amplificada ao se utilizar os iniciadores especificos para a regiao intergénica E6-E7, bem como
as posi¢oes dos produtos da PCR de tipificagao dentro da regiao E6-E7 e seus respectivos pesos
moleculares em pares de bases (SOTLAR et al.2004).

Figura 26-Diagrama das posi¢des dos produtos de amplificagdo das PCRs em relagdao ao
genoma do HPV 16.

| E6 E2 ES5 L1 |
LE7] E1 | | L2 |
[ E4 ]
I ——] 1 1 1 1 =1 e I
0 "1000 2000 3000 4000 5000 .“8000 7000 %, 7900
My 11/09 «a » 450 bp
GP 5+/6+ Ce— 150 bp
GP-EB/E7 @ e 630 bp
HPV-16 457 bp
18 — 322 bp
-31 —— 263 bp
59 — 215bp
45 cm— 151 bp
HPV-33 — 398 bp
-6/11 — 334 bp
-58 — 274 bp
52 —— 229 bp
56 — 181 bp
HPV-35 ——— 358 bp
42— 277 bp
-43 — 219bp
-44 — 163 bp
HPV-68 ——————————— 333 bp
-39 — 280 bp
-51 c— 223 bp
66 — 172 bp

Fonte: Sotlar et al. (2004)

4.7 Anélise estatistica

A anélise estatistica foi realizada com o auxilio do software Microsoft Excel® 2019
e R versdo 4.1.0 e aplicados os testes — teste exato de Fisher, qui-quadrado de Pearson e teste
de Mann-Whitney, com intervalo de confianca de 95%, com frequéncias absolutas e com
calculos de porcentagem simples, permitindo descrever e explorar a amostra coletada, e
conhecer a populagéo em estudo.

Em seguida, para avaliar a associagdo entre 0os grupos caso e controle com as

variaveis clinicas e sociodemograficas, obtidas através do questionario, foram aplicados teste
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Qui-Quadrado ou Exato de Fisher no caso das varidveis nominais, e para as variaveis
quantitativas, foi utilizado o teste t de Student e teste de Mann-Whitney.

Foi feito 0 mesmo para as associacdes com a presenca de HPV nas participantes, e
em outros cruzamentos entre as variaveis, e por fim foi ajustado um modelo de regressao
logistico com algumas variaveis selecionadas, considerando como varidvel dependente a
presenca de HPV.

Em todos os casos de associagdo com indicadores quantitativos foi aplicado teste
de Shapiro-Wilk para testar a hipdtese de normalidade dos dados, considerando um nivel de 5%
de significancia.

O modelo logistico no programa R versdo 4.1.0 foi ajustado, considerando como
variavel dependente a presenca de HPV, e os resultados contém as estimativas das Razdes de
Chances, e os intervalos de 95% de confianca, juntamente ao valor p associado, o qual testa se

o0 parametro estimado pelo ajuste é estatisticamente diferente de 0.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados gerais

5.1.1 Aspectos sociodemogréaficos

A amostra total incluida no estudo foi de 132 participantes, das quais 58 (43,93%)
tinham CM (grupo caso) e 74 (56,06%) ndo tinham CM (grupo controle). As coletas da
cavidade oral e orofaringe foram realizadas nas 132 participantes e as coletas da mama foram

realizadas em 97 destas participantes (Grafico 1).

Gréfico 1-Distribuicao das participantes nos grupos estudados por diferentes sitios anatbmicos
das coletas.

Quantidade de participantes nos grupos
distribuidas por sitio anatdmico das coletas

200
150 132
Total
100 m Controle
m Caso
50
0

Mucosa oral e orofaringe Mama

Fonte: Elaborada pelo autora (2023).

A Tabela 1 mostra as caracteristicas sociodemograficas das participantes, quanto as
informagdes sobre idade, sexo, racga, nivel de escolaridade, estado civil, religido, situacdo

ocupacional e renda.
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A faixa etéria das participantes foi de 18 a 76 anos (média de 45,69 + 11,6; Tabela
1). No grupo caso foi de 30 a 76 anos (média de 47,8 + 10,3) e no grupo controle foi de 18 a 69
anos (média de 44 + 12,3).

A renda média das entrevistadas foi de 1,80 (1,33) salario-minimol.Uma
participante informou ndo possuir renda e outra informou renda de 8,39 salérios (Tabela 1).

Quanto as caracteristicas étnicas das participantes, a maioria se autodenominou
parda 62,12%, seguido de 21,97% que disseram ser brancas. Uma minoria se declarou preta,
amarela e indigena, com 6,06%, 3,03%, 1,52% respectivamente (Tabela 1).

O grau de escolaridade mais prevalente foi ensino fundamental ou médio, que
somaram um total de 72,73% (96/132) das mulheres, em que 38,64% possuia 0 ensino
fundamental e 34,09% possuia ensino médio, respectivamente. Outras 20,45% (27/132)
informaram possuir ensino superior (Tabela 1).

Avaliando a situagéo conjugal, a maioria das mulheres disse ser casada, 62,12% do
total e com apenas um casamento na vida (61,36%; 82/132). As mulheres que disseram ser
solteiras equivaleram a 26,52%, e outras 9,09% disseram ser divorciadas ou separadas. As
religibes predominantes entre as entrevistadas foram a catolica (68,18%) e a evangélica
(24,24%) (Tabela 1).

Aproximadamente metade das participantes disse estar empregada (50,76%),
enquanto outras informaram ser desempregadas (15,15%), ou donas de casa (18,18%), ou
aposentadas (7,58%), ou estavam afastadas do emprego (4,55%) ou ainda eram estudantes
(2,27%) (Tabela 1).

Quanto ao nimero de pessoas residentes no mesmo domicilio, 24,24% relataram
morar com mais de uma pessoa, 30,30% relataram morar com duas pessoas, 20,45% moravam
com trés pessoas e 15,91% com 4 ou mais pessoas. Outras 6,82% informaram que moravam

sozinhas (Tabela 1).

1 O salério durante o periodo das entrevistas foram de: em 2018 foi de R$ 954,00, em 2019 de R$ 998,00, em
2020 de RS 1039,00 e em 2021 de R$ 1100,00.
Disponivel em: http://www.ipeadata.gov.br/ExibeSerie.aspx?serid=1739471028). Acesso em: 30 abr. 2023



Tabela 1-Caracteristicas sociodemograficas das participantes do estudo (N=132).

Variaveis

Frequéncia absoluta

%
(N =132)

Idade (anos)

Média (£ DP) 45,69 (11,57)
Minimo - Maximo 18-76
Renda (S.M)

Média (£ DP) 1,80 (1,33)
Minimo - Maximo 0-8,39
Etnia

Branca 29 21,97%
Preta 8 6,06%
Amarela 4 3,03%
Parda 82 62,12%
Indigena 2 1,52%
N&o respondeu 7 5,30%
Escolaridade

Naéo escolarizado 3 2,27%
Ensino fundamental 51 38,64%
Ensino médio 45 34,09%
Ensino superior 27 20,45%
N&o respondeu 6 4,55%
Estado civil

Solteiro 35 26,52%
Casado/Vive junto/Unido 82 62.12%
consensual

Divorciado/Separado 12 9,09%
Viavo 1 0,76%
N&o respondeu 2 1,52%
Ndamero de casamentos

Nenhum 22 16,67%
Um 81 61,36%
Dois 18 13,64%
Trés ou mais 3 2,27%
N&o respondeu 8 6,06%
Religido

Catolica 90 68,18%
Evangélica 32 24,24%
Espirita 2 1,52%
Outra 1 0,76%
Sem religido 5 3,79%
N&o respondeu 2 1,52%
Ocupacéo

Empregado 67 50,76%
Desempregado 20 15,15%
Aposentado 10 7,58%
Afastado 6 4,55%
Dona de casa 24 18,18%
Estudante 3 2,27%
N&o respondeu 2 1,52%

73
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(continuacao)

Numero de pessoas no domicilio

1 9 6,82%
2 32 24,24%
3 40 30,30%
4 29 20,45%
5 14 10,61%
6 ou mais 7 5,30%
N&o respondeu 3 2,27%
Total 132 100%

Legenda — S.M = salario-minimo durante o periodo das entrevistas.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

5.2 Condicdes de saude

5.2.1 Consumo de drogas licitas e ilicitas

As participantes também foram entrevistadas quanto a habitos de saude, tais como
consumo de &lcool, cigarro e drogas ilicitas. Aproximadamente metade das participantes
50,76% (67/132) disseram ingerir bebida alcdolica, demonstrando hébitos semelhantes entre as
participantes do grupo caso e controle. Quando questionadas sobre o consumo na semana
anterior a entrevista, 40,91% (54/132) ndo beberam e 8,33% (11/ 132) beberam pelo menos
uma vez na semana. Em relacdo ao histérico de consumo, 18,94% (25/132) nunca beberam e
outros 14,39% (19/132) beberam por até 9 anos.

Em relacdo ao uso de drogas ilicitas, somente uma participante relatou uso de
maconha. Contudo, em relacdo ao tabagismo, 25% (33/132) sdo fumantes e destas 12,88%

(17/132) fumaram por até nove anos.

5.2.2 Dados sexuais e reprodutivos

Quanto a orientacdo sexual, a maior parte das participantes, 96,97% (128/132)
relatou ser heterossexual; destas, 76,52% (101/132) disseram ter vida sexual ativa e 68,18%
(90/132) tiveram relacdo sexual com apenas um parceiro nos Gltimos 12 meses.

A idade média da primeira relacdo sexual das participantes foi de aproximadamente
19 anos (+ 5,09; 12-40). Dentre as participantes, 5,30% (7/132) relataram historico de abuso
sexual e 2,27% (3/132) relataram que o parceiro apresentava sorologia positiva anti-HIV.

Quanto as praticas sexuais, 45,45% (60/132) das participantes s6 faziam sexo

vaginal e 48,48% (64/132) faziam duas ou mais formas de sexo. A frequéncia de préatica de
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sexo vaginal até trés vezes por semana e de trés a sete vezes foi de 75,76% (100/132) e 12,88%
(17/132), respectivamente. A frequéncia de sexo oral até trés vezes por semana e entre trés e
sete vezes por semana, foi de 36,36% (48/132) e 8,33% (11/132), respectivamente.

Quanto as préaticas sexuais, nas participantes que faziam sexo apenas vaginal,
apenas oral ou duas ou mais formas, o indice de presenca de HPV foi de 81,7%, 50% e 70,3%,
respectivamente. O uso do preservativo ndo é comum nessas participantes, visto que 69,70%

(92/132) disseram ndo usar preservativo durante a relacdo sexual.
5.2.3 Avaliagdo odontologica

Em relacdo a anamnese odontoldgica, 85,61% (113/132) das participantes néao
receberam informacGes sobre cancer de boca, 71,97% (95/132) fizeram tratamento
odontolégico hd 6 meses ou mais, 39,39% (52/132) usavam prétese dentéria e 68,18% (90/132)

ndo usavam aparelho ortodontico (Tabela 2).

Tabela 2-Dados da anamnese odontologica (N=132).

Variaveis Frequéncia (%)
Recebeu informacéo sobre cancer na boca
Sim 16 (12,12)
Né&o 113 (85,61)
N&o respondeu 3 (2,27)
Quando fez Gltimo tratamento odontoldgico
Menos de 6 meses 33 (25)
6 meses ou mais 95 (71,97)
Na&o respondeu 4 (3,03)
Faz uso de prétese dentaria
Sim 52 (39,39)
N&o 75 (56,82)
N&o respondeu 5 (3,79)
Usa aparelho ortod6ntico
Sim 11 (8,33)
Né&o 90 (68,18)
N&o respondeu 31 (23,48)

Total 132 (100)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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5.2.4 Diagnostico de cAncer de mama

A maioria das participantes, 46,97% (62/132), fazia algum acompanhamento com
mastologista para tratamento e/ou prevencdo do CM e as participantes com CM tinham mais de
30 anos, equivalendo a 31,82% (42/132) do total da amostra (Tabela 3). Grande parte das
participantes 74,24% (98/132) ja realizaram o exame de mamografia, anualmente ou
bienalmente, 23,48% (31/132) e 3,03% (4/132) respectivamente. Um percentual de 72,73%
(96/132) das participantes realizaram o exame de ultrassom de mama, anualmente ou
bienalmente, 17,42% (23/132) e 6,82% (9/132) respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3—Parametros de investigacdo diagndstica do cancer de mama.

Variaveis Frequéncia % (N=132)
Fazia algum acompanhamento com mastologista e ou ginecologista para prevencao do cancer de mama
Sim 62 (46,97)
Né&o 61 (46,21)
Nao respondeu 9 (6,82)
Idade no diagnostico de cancer de mama
Menos de 25 anos 0 0)
25 a 35 anos 7 (12,07)
Mais de 35 anos 42 (72,41)
Nao respondeu 9 (15,52)
Realizacdo de mamografia
Sim 98 (74,24)
Né&o 26 (19,70)
N&o respondeu 8 6,06)
Frequéncia de realizacdo de mamografia
Bienalmente 4 (3,03)
Anualmente 31 (23,48)
Outro 13 (9,85)
NA 26 (19,70)
Nao respondeu 58 (43,94)
Realizacdo de ultrassom de mama
Sim 96 (72,73)
Né&o 25 (18,94)
N&o respondeu 11 (8,33)
Frequéncia de realizagdo de ultrassom de mama
Bienalmente 9 (6,82)
Anualmente 23 (17,42)
Outro 11 (8,33)
N&o realizou 25 (18,94)
N&o respondeu 64 (48,48)
Total 132 (100)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Sobre o historico familiar de cancer, 21,97% (29/132) das participantes relataram
ter algum parente de 1° grau que tem ou teve cancer. O tipo mais comum foi 0 CM, com 32,58%
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(43/132), seguido de 8,33% (11/132) com céncer de utero, 6,06% (8/132) com cancer de
garganta, e 3,03% (4/132) com cancer de boca.

5.3 Associacdo do HPV na cavidade oral e orofaringe com os dados sociodemograficos

Estudando a relagdo entre a presenca de HPV na cavidade oral e orofaringe e 0s
dados sociodemograficos, observou-se nas participantes com menos de 42 anos, entre 42 e 51
anos e superior a 51 anos, frequéncias de 75% (39/52), 73,7% (28/38) e 78,6% (33/42),
respectivamente, com p = 0,857, demonstrando a predominancia de HPV na faixa etéria
superior a 51 anos (Tabela 4).

A presenca de HPV na cavidade oral e orofaringe foi encontrada em 58,6% (17/29)
das participantes brancas e 82,9% (68/82) das participantes pardas, com significancia estatistica
(p =0,015; RC= 3,43, IC 95% 1,34 — 8,75), em que a etnia parda possui maior prevaléncia de
positividade do HPV e 3,43 vezes mais chances de presenca de HPV do que nas participantes
brancas (Tabela 4). A presenca de HPV na cavidade oral e orofaringe foi detectada em 87,5%
(28/32) das participantes evangeélicas e 40% (02/05) das participantes sem religido (p = 0,042;
RC 10,5; IC 95%; 1,32 — 83,49), evidenciando 10,5 vezes mais chances de presenca de HPV
nas participantes evangélicas do que nas sem religido (Tabela 4).

Tabela 4-Presenca de HPV na boca/orofaringe quanto as caracteristicas sociodemograficas
como faixa etéria, raca e religido (N=132).

Variaveis HPV- HPV+ Total p RC (IC 95%)
Faixa etaria
< 42 anos 13 (25,5) 39 (75) 52 (100) 0,8672
42 a 51 anos 10 (26,3) 28 (73,7) 38 (100)
Mais que 51 anos 9(21,4) 33 (78,6) 42 (100)
Total 32 (24,2) 100 (75,8) 132 (100)
Raca
Branca 12 (41,4) 17 (58,6) 29 (100) 0,015° 1
Preta 4 (50) 4 (50) 8 (100) 0,71 (0,15 - 3,4)
Amarela 1(25) 3 (75) 4 (100) 2,12 (0,2-22)9)
Parda 14 (17,1) 68 (82,9) 82 (100) 3,43 (1,34 - 8,75)
Indigena © 0 (0) 2 (100) 2 (100) -
Religido
Catolica 24 (26,7) 66 (73,3) 90 (100) 0,042° 4,13 (0,65 - 26,21)
Evangélica 4 (12,5) 28 (87,5) 32 (100) 10,5 (1,32 - 83,49)
Espirita ¢ 0(0) 2 (100) 2 (100) -
Outra ¢ 1(100) 0(0) 1 (100) -
Sem religido 3 (60) 2 (40) 5 (100) 1

Legenda—2Teste Qui-quadrado; PTeste Exato de Fisher; Categoria ndo utilizada no teste de significancia.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Ao relacionar a presenga de HPV na cavidade oral e orofaringe com a orientacéo
sexual das participantes da pesquisa, constatou-se 75,8%, 66,7% e 85,7% de presenca de HPV
nas participantes heterossexuais, homossexuais e com histérico de abuso sexual,
respectivamente, mas sem significancia estatistica.

A presenca de HPV na cavidade oral e orofaringe foi maior com o aumento da
frequéncia de pratica semanal de sexo vaginal ou oral. Na pratica de sexo vaginal, por até 3
vezes ou de 3 a 7 vezes por semana, a presenca de HPV € 75% e 82,4%, respectivamente, e na
pratica de sexo oral, por até 3 vezes ou de 3 a 7 vezes, 0s percentuais sao 64,6% e 90,9%. As
participantes que disseram fazer sexo vaginal por mais de 7 vezes na semana, apesar de apenas
2, ambas tinham a presenca de HPV, porém sem significancia estatistica.

Quando a participante possuia vida sexual ativa, detectou-se 84,16% de presenca
de mais de um tipo de HPV na cavidade oral e orofaringe, e nas participantes sem vida sexual
ativa, 73,33%, sem significancia estatistica.

Em torno de 29,55% (39/132) das participantes possuiam histérico de IST, sendo o
tipo mais comum pelo HPV, 7,58% (10/132), onde 34,09% (45/132) das participantes nunca
fizeram exame de HPV, 11,36% (15/132) ja tiveram doenca associada ao HPV e 24,24%
(32/132) fizeram tratamento. Apenas 5,30% (7/132) fizeram reposi¢do hormonal.

5.4 Frequéncia de HPV na cavidade oral e orofaringe

Considerando a frequéncia de HPV nas participantes (N=132), 75,8% (100/132)
foram positivas na deteccdo do DNA do HPV na cavidade oral e orofaringe, onde 57%
apresentaram E6 e E7 positivos (ndo-tipados) e 0s genotipos mais frequentes foram os HPVs 6
e 11 com 25% , HPV 33 com 5%, e HPV 52 e 16 com 3% cada (p<0,001; Tabela 5; Gréaficos 2
e 3).
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Tabela 5-Frequéncia de HPV na cavidade oral e em orofaringe das participantes (N=132).

Variaveis Frequéncia (%) p?

Presenca de HPV

N4o 32 (24,2) <0,001
Sim 100 (75,8)

Total 132 (100)

Tipos de HPV

Né&o tipado (E6 e E7+) 57 (57) <0,001
HPV 6/11 25 (25)

HPV 33 5 ®)

HPV 52 3 A3)

HPV 16 3 ©)

HPV 6/11 e 16 2 )

HPV 52 e 33 1 (1)

HPV 6/11 e 33 1 (1)

HPV 6/11 e 52 1 1

HPV 56 1 1

HPV 58 1 1

Total 100 100

Legenda: #Valor p do teste Qui-quadrado de aderéncia, testa se as probabilidades das categorias da variavel sdo
iguais entre si.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Gréafico 2—Frequéncia e percentual de HPV na cavidade oral e orofaringe das participantes
(N=132) e gendtipos detectados nas amostras orais positivas.

HPV 58 1 1%
HPV56 1 1%

HPV 6/11e52 1 1%
HPV 6/11e33 1 1%
HPV52e33 1 1%

HPV 6/11e16 m 2%
HPV 16 = 3%

p < 0,001 HPV 52 m 3%
HPV 33 mm 504

HPV 6/11 m— 750
E6 / E7 + I 57%

SHPV + = HPV- 0 20 40 60

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Foram coletadas 130 amostras da escova da mucosa oral e 125 amostras do swab
da orofaringe, totalizando 255 amostras orais, das quais 55,7% (142/255) com presenca de
HPV. As amostras nao-tipadas foram de 59,2% (84/142) e as tipadas foram de 40,8% (58/142),
onde 28,2% (40/142) com HPV 6/11, 3,5% (5/142) com HPV 33, 2,8% (4/142) com HPV 52,
2,8% (4/142) com HPV 16, 0,7% (1/142) com HPV 56, 0,7% (1/142) com HPV 58, 0,7%
(1/142) com HPV 6/11 e HPV 16, 0,7% (1/142) com HPV 6/11 e HPV 33, e 0,7% (1/142) com
HPV 52 e HPV 33 (Tabela 6).

Tabela 6-Frequéncia de HPV na cavidade oral e orofaringe no total das amostras orais (N=255).

a
Variaveis Frequéncia % P

Total de amostras

Amostra swab orofaringe 125 49 0,754
Amostra escova mucosa oral 130 51

Total 255 100

Presenca de HPV total

Né&o 113 44,3

Sim 142 55,7 0,069
Total 255 100

Tipos de HPV

Né&o tipado 84 59,2

HPV 6/11 40 28,2 < 0,001
HPV 33 5 3,5

HPV 52 4 2,8

HPV 16 4 2,8

HPV 56 1 0,7

HPV 58 1 0,7 0,328
HPV 6/11 e 16 1 0,7

HPV 6/11 e 33 1 0,7

HPV 52 ¢ 33 1 0.7

Total 142 100

Legenda — #Valor p do teste Qui-quadrado de aderéncia, testa se as probabilidades das categorias da variavel sao
iguais entre si.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Nas amostras do swab da orofaringe a presenca de HPV foi de 46,4% (58/125),
com: 53,4% (31/58) néo tipados; 41,4% (24/58) HPV 6/11; 1,7% (1/58) HPV 6/11 e 16; 1,7%
(1/58) HPV 33; 1,7% (1/58) HPV 56 (Tabela 7, Gréfico 3).

Nas amostras da escova da mucosa oral a presenca de HPV foi de 64,6% (84/130),
com: 63,1% (53/84) nao tipados; 19% (16/84) HPV 6/11; 4,8% (4/84) HPV 33, 52 e 16; 1,2%
(1/84) HPV 58; 1,2% (1/84) HPV 52 e 33; 1,2% (1/84) HPV 6/11 e 33 (Tabela 7, Gréfico 3).
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Tabela 7-Frequéncia de HPV na cavidade oral e em orofaringe nos diferentes tipos de amostras

orais.
B crraf N p*

Variaveis Frequéncia %

Amostra swab orofaringe

Presenca de HPV

Né&o 67 53,6 0,421
Sim 58 46,4

Total 125 100

Tipos de HPV

N4o tipados 31 53,4 <0,001
HPV 6/11 24 41,4

HPV 6/11 e 16 1 1,7

HPV 33 1 1,7

HPV 56 1 1,7

Total 58 100

Amostra escova da mucosa oral

Presenca de HPV

Né&o 46 35,4 <0,001
Sim 84 64,6

Total 130 100

Tipos de HPV

N4o tipados 53 63,1 <0,001
HPV 6/11 16 19,0

HPV 33 4 4,8

HPV 52 4 4,8

HPV 16 4 4,8

HPV 58 1 1,2

HPV 52 e 33 1 1,2

HPV 6/11 e 33 1 1,2

Total 84 100

Legenda: *Valor p para teste Qui-Quadrado de aderéncia, considerando distribui¢do uniforme.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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5.5 Frequéncia de HPV na mama

A frequéncia de HPV na mama foi de 36,7% (36/97) e com p = 0,009. Os genotipos
detectados foram: 69,4% (25/36) do tipo HPV 6/11; 13,9% (5/36) do tipo HPV 16; 5,6% (2/36)
do tipo HPV 6/11,52 e 56; 5,6% (2/36) HPV 6/11 e 16; 2,8% (1/36) do tipo HPV 56; 2,8%
(1/36) do tipo HPV 33 (Tabela 8).

Tabela 8-Frequéncia de HPV na mama por participantes (N=97).

Variaveis Frequéncia % p*

Presenca de HPV na MAMA
Néo 61 63,3 0,009
Sim 36 36,7

Total 97 100
Tipos de HPV na MAMA
HPV 6/11 25 69,4 <0,001
HPV 16 5 13,8
HPV 6/11, 52 e 56 2 5,6
HPV 6/11 ¢ 16 2 5,6
HPV 56 1 2,8
HPV 33 1 2,8

Total 36 100

Legenda: *Valor p do teste Qui-quadrado de aderéncia, testa se as probabilidades das categorias da variavel sdo
iguais entre si.

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Grafico 3—-Frequéncia (%) e genotipos de HPV nas amostras mamarias das participantes.

= HPV +
= HPV -

HPV 33 I 2,8%
HPV 56 0 2,8%
HPV 6/11,-16 M 5,6%
HPV 6/11, -52, -56 M 5,6%
HPV 16 M 13,8%
HPV 6/11 I 69,4%

p<0,001 0% 20% 40% 60% 80%

p = 0,009

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

5.6 Frequéncia de HPV na boca e mama

Quanto a presenga simultanea de HPV na boca e mama, em cada participante, e

detectou-se que 77,8% das mulheres que tiveram HPV presente na mama, também tiveram na
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boca, e 72,1% das mulheres que tiveram auséncia de HPV na mama, tiveram HPV presente na
boca, mas sem significancia estatistica.

Esse estudo observou que 54,17% (13/24) das solteiras e 21% (13/62) das casadas
ou com relacionamento estavel foram diagnosticadas com HPV na cavidade oral, orofaringe e
mama. Conforme comparagéo entre essas mulheres (p=0,022), ha 4,45 vezes mais chances da
mulher solteira possuir HPV na cavidade oral e orofaringe, do que na mama, comparando com

as que possuem algum tipo de unido estavel (Tabela 9).

Tabela 9—Frequéncia de HPV na cavidade oral, orofaringe e mama conforme estado civil.

HPV na cavidade oral, orofaringe e mama

Estado Civil : = p RC (I1C 95%)
Sim N&o Total

Solteira 13 (5417%) 11 (45,83%) 24 (100%) 0,022 4'4152(;’26;2 -
Casado/Rel estavel 13 (21%) 49 (79%) 62 (100%) 1
Divorciado/Separado 2 (22,2%) 7 (77,8%) 9 (100%) -
Viavo 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%) -

Né&o respondeu 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%) -

Total 28 (28,6%) 70 (71,4%) 97 (100%)

Legenda: Teste Qui-quadrado.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Foi feito a analise multivariada das varidveis como raca, escolaridade, casado, se 0
parceiro fez tratamento para IST e Ultimo tratamento odontol6gico como fatores de risco para
HPV, mas as variaveis perderam a importancia, e o ajuste multivariado tornou-se obsoleto
(Tabela 10).
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Tabela 10-Anélise multivariada comparado a detec¢do simultanea do HPV na cavidade oral,
orofaringe e mama.

HPV cavidade oral, orofaringe

HPV cavidade oral e

. HPV mama
e mama p orofaringe p p

Negativo Positivo Negativo  Positivo Negativo Positivo
Raca
Branca  23(22.8%) 6(23.1%) 0,318 12(36.4%) 17(18.1%) 0,042 19(20.4%) 10(29.4%) 0,394
Preta 8(7.9%) 0(0.0%) 4(12.1%)  4(4.3%) 7(7.5%) 1(2.9%)
Amarela  5(5.0%) 0(0.0%) 2(6.1%) 3(3.2%) 5(5.4%) 0(0.0%)
Parda 64(63.4%) 19(73.1%) 15(45.5%) 68(72.3%) 61(65.6%) 22(64.7%)
Indigena  1(1.0%) 1(3.8%) 0(0.0%) 2(2.1%) 1(1.1%) 1(2.9%)
Escolaridade
Analfab  3(2.9%) 0(0.0%) 0,203  3(9.1%) 0(0.0%) 0,005 3(3.2%) 0(0.0%) 0,092
E”ns y 41(40.2%) 10(38.5%) 9(27.3%)  42(44.2%) 38(40.4%) 13(38.2%)
Ensméd 32(31.4%) 13(50.0%) 10(30.3%) 35(36.8%) 28(29.8%) 17(50.0%)
Enssup  26(25.5%) 3(11.5%) 11(33.3%) 18(18.9%) 25(26.6%) 4(11.8%)
Casado
Né&o 34(32.7%) 15(53.6%) 0,042 11(32.4%) 38(38.8%) 0,504 32(33.3%) 17(47.2%) 0,141
Sim 70(67.3%) 13(46.4%) 23(67.6%) 60(61.2%) 64(66.7%) 19(52.8%)
IST parceiro tratamento
Sim 4(6.3%) 1(5.6%) 0,913 3(17.6%) 2(3.1%) 0,025 4(6.8%) 1(4.3%) 0,679
Né&o 60(93.8%) 17(94.4%) 14(82.4%) 63(96.9%) 55(93.2%) 22(95.7%)
Ultimo tratamento odontolégico
Sim 30(29.4%) 5(17.9%) 0,222 14(41.2%) 21(21.9%) 0,029 27(28.7%) 8(22.2%) 0,455
Né&o 72(70.6%) 23(82.1%) 20(58.8%) 75(78.1%) 67(71.3%) 28(77.8%)

Legenda: *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Analisando cada variavel separadamente, a etnia parda, religido evangélica e se o

parceiro fez tratamento para IST, tiveram relevancia, mas ao analisar de forma multivariada,

todas as variaveis perderam a importancia, e o ajuste multivariado também tornou-se obsoleto.

O modelo de regressdo logistica para obtencdo da razdo de chances com intuito de

descrever a associacdo de alguns fatores com a presenca de HPV. Assim, percebe-se que as

participantes que se declararam como pardas, possuiam 3,43 vezes mais chances de presenca

de HPV do que a etnia branca. As que declararam como evangélicas, possuiam a razdo de

chances de 10,5 para a presenca de HPV em relagdo as sem religido, e as que fizeram tratamento

para IST possuiam 7,27 vezes mais chances para a presenca de HPV comparando com quem

ndo tinha parceiro que fez tratamento (Tabela 11).



85

Tabela 11-Ajuste de regressao logistico para avaliar raca, religido e tratamento para IST do
parceiro.

. Bivariada ? Multivariada °
Variaveis
p RC p RC
Raca
Parda 0,01 343(1,34-8,84) 0,526 0,34 (0,004 - 7,30)
Outras 0,722 1,27(0,34-5,03) 0,484 0,23 (0,002 - 13,08)
Branca 1 1
Religiédo
Catolica 0,130 4,12 (0,65 - 32,78) -
Evangélica 0,026 10,5 (1,36 - 102,45) -
Sem religido 1 -
Parceiro fez tratamento para IST
Sim 0,039 7,27(1,10-59,55) 0,226 14,81 (0,21 - 2318)
Né&o 1 1

Legenda: 2Ajuste de regressdo considerando apenas 1 variavel independente.
bAjuste de regressdo multivariado, que considera todas as variaveis listadas simultaneamente.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

As variaveis com p<0,05 foram submetidas ao modelo de regressdo logistica
multinomial, onde ser pardo aumenta em 4,19 vezes o risco de presenca de HPV em cavidade
oral e orofaringe. As demais variaveis ndo influenciaram a infeccdo por HPV na mama ou mama
e boca (Tabela 12).

Tabela 12—Ajuste de regressao logistica para avaliar raca, religido e tratamento para IST com o
parceiro.

Cavidade oral e Cavidade oral, orofaringe e
. Mama
orofaringe mama
p RC?2 (1C95%) p RC? (1C95%) p RC? (1C95%)
HPV
N 4,19 (1,11- 1,14 (0,33- )
Raca (pardo) 0,034 15,30) 0,838 3.97) 0,422 1,83 (0,42-8,07)
. 0,20 (0,02-
Escolaridade 0,905 1,12 (0,18-7,11) 0,160 1,89) 0,220 0,25 (0,03-2,31)
Casado 0,584 1,48 (0,36-6,07) 0,815 0’827 %’)28' 0,518 0,67 (0,20-2,28)
IST parceiro 3,67 (0,41- 1,47 (0,13- i
trat 0,248 33,22) 0,751 16,06) 0,870 0,82 (0,07-9,34)
2,29 (0,52- 1,38 (0,35-
Ult trat odontot 0,271 10,00) 0,642 5,41) 0,219 2,87 (0,53-15,39)

Legenda — 2p<0,05, regresséo logistica multinomial; RC, razdo de chance ajustada; 1C95%, intervalo de confianca
95% da ORa.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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5.7 Frequéncia de mais de um tipo de genétipo de HPV nas amostras orais

Quanto ao total de amostras orais (N=255), em relacdo a presenca de mais de um
gendtipo de HPV, as amostras do swab da orofaringe e da escova da mucosa oral, apresentaram
5,6% e 16,92%, respectivamente, com p=0,004 e RC 3,43 (1,41-8,36), demonstrando maior
chance de presenca de mais de um tipo de HPV na amostra da mucosa oral do que da orofaringe
(Tabela 13).

Tabela 13-Frequéncia de mais de um gendtipo de HPV nas amostras da orofaringe e cavidade
oral.

Frequéncia de mais de um genétipo de HPV sim Nio Total RC (IC
nas amostras da orofaringe e cavidade oral P 95%)
. 118 125
0,
Swab Orofaringe 7 (5,6%) (94.4%) (100%) 0,004 1
22 108 130 3,43 (1,41
Raspados Mucosa Oral (16,92%)  (83,08%) (100%) - 8,36)
29 226 255

Total (11,37%)  (88,63%)  (100%)

Legenda: Valor p do teste qui-quadrado.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

5.8 Analise comparativa entre as participantes com CM (caso) e sem CM (controle)

5.8.1 Histdrico de doencas associadas ao HPV e realizacdo de exames por grupo caso-

controle

O grupo caso fez mais exames direcionados ao HPV (26,32%) e teve mais doencas

associadas ao HPV (31,58%) do que o grupo controle com 21,95% e 22,5% respectivamente.

5.8.2 Historico do cancer ginecoldgico por grupo caso-controle

Cerca de 84,09% (111/132) das participantes realizavam prevencdo de cancer
ginecologico, com frequéncia anual, semestral ou trimestral, de 70,45% (93/132), 6,82%
(9/132) e 1,52% (2/132) respectivamente, e 31% (41/132) delas encontravam-se em menopausa.

Do total das participantes, 7,6% (10/32) tinha historia de cancer ginecoldgico na
familia e 63,6% (84/132) ndo tinha, 4,5% (6/132) ndo soube informar, e 24,2% (32/132) néo
respondeu. Quando analisado nos grupos, aproximadamente 3,64% (2/55) das participantes do

grupo controle tinham histdria de cancer ginecoldgico na familia, enquanto no grupo caso esse
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percentual foi bem maior, de 20,51% (8/39; p = 0,015). As participantes do grupo caso tiveram
6,84 vezes mais chance de ter historico familiar com cancer ginecoldgico (Tabela 14).

Tabela 14—Historico de cancer ginecoldgico na familia por grupos estudados (N=132).

Grupo
., q 0, Y
Variaveis Caso, N (%) Controle, N (%) Total, N (%) p RC (IC 95%)

Historia de cancer ginecoldgico na familia

Sim 8 (20,51) 2 (3,64) 10 (10,64) 0,015° 6,84 (1,36 - 34,27)
Néo 31 (79,49) 53 (96,36) 84 (89,36) 1
Total 39 (100) 55 (100) 94 (100)

Legenda: *Teste Qui-quadrado; Pteste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

5.8.3 Tempo da ultima avaliacdo odontoldgica por grupo caso-controle

Nos grupos, o Gltimo tratamento odontologico foi realizado hd mais de 06 meses
em 84,21% (48/57) das participantes do grupo caso e 66,2% (47/71) do grupo controle, com
valor de p=0,021 e RC 2,72 (IC 95% entre 1,15 e 6,47), ou seja, 2,72 vezes de mais chances da

participante do grupo caso ter feito o Gltimo tratamento ha mais de 6 meses (Tabela 15).

Tabela 15-Tempo da tltima avaliagdo odontolégica por grupo caso e controle.

. Grupo, N (%)
Variaveis Total, N (%) p RC (IC 95%)
Caso Controle

Quando fez dltimo
tratamento odontolégico

Menos de 6 meses 9 (15,79) 24 (33,8) 33 (25,78) 0,021@ 1
6 meses ou mais 48 (84,21) 47 (66,2) 95 (74,22) 2,72 (1,15 - 6,47)
Total 57 (100) 71 (100) 128 (100)

Legenda: *Teste Qui-quadrado; ® Teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

As participantes que fizeram o Gltimo tratamento odontoldgico ha 6 meses ou mais,
tiveram 78,9% de presenca de HPV, enquanto as que fizeram h& menos de 6 meses tiveram
presenca 63,6% de HPV.

Foi observado também que 80,8% das mulheres que faziam uso de protese dentaria
tinham HPV, percentual maior que 70,7% das participantes que ndo usavam protese dentaria,
portanto maior presenca de HPV nas participantes que usavam protese dentaria.

A mediana do indice de dentes cariados, perdidos e obturados (CPOD) das

participantes sem presenca de HPV foi no valor de 18,5 e com HPV no valor de 16,8.
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Dessa forma, a presenca de HPV nos grupos caso e controle quanto as amostras

orais (N=255), foi 54% e 57%, respectivamente. No grupo caso, 63,9% (39/61) das amostras
positivas tinham HPV néo tipado, 29,5% (18/61) do tipo HPV 6/11, e 6,4% (4/61) de outros
tipos, enquanto no grupo controle, 55,6% (45/81) das amostras positivas foram néo tipados,
27,2% (22/81) HPV 6/11, e aproximadamente 17,2% (14/81) de outros tipos, porém sem

significado estatistico (Tabela 16).

Tabela 16—Frequéncia de HPV nas amostras orais distribuidos entre 0s grupos caso e controle.

Variaveis CLEES Total p°
Caso Controle
Presenca de HPV N (%) N (%) N (%)
Né&o 52 (46) 61 (43) 113 (44,3) 0,625
Sim 61 (54) 81 (57) 142 (55,7)
Total 113 (100) 142 (100) 255 (100)
Tipo de HPV
Ndo tipado 39 (63,9) 45 (55,6) 84 (59,2) 0,1622
HPV 6/11 18 (29,5) 22 (27,2) 40 (28,2)
HPV 6/11 e 16 0 (0) 1(1,2) 1(0,7)
HPV 6/11 e 33 0 (0) 1(1,2) 1(0,7)
HPV 16 1(1,6) 3(3,7) 4(2,8)
HPV 33 1(1,6) 4(4,9) 5(3,5)
HPV 52 1(1,6) 3(3,7) 4(2,8)
HPV 52 e 33 0 (0) 1(1,2) 1(0,7)
HPV 56 0 (0) 1(1,2) 1(0,7)
HPV 58 1(1,6) 0(0) 1(0,7)
Total 61 100) 81 (100) 142 (100)

Legenda: ®Teste Qui-quadrado; "teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A comparacao entre grupos caso e controle, quanto a presenca de HPV nas amostras

do swab orofaringe e escova da mucosa oral, separadamente, investigou se houve alguma

diferencga entre os gendtipos de HPV, mas ndo foi encontrado significado estatistico (Tabela

17).
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Tabela 17—Frequéncia de HPV por local de obtencéo das amostras orais entre 0s grupos caso e

controle.
Variaveis CiuE, M) Total p°
Caso Controle
Amostra swab orofaringe
Presenca de HPV
Né&o 29 (51,8) 38 (55,1) 67 (53,6) 0,714
Sim 27 (48,2) 31 (44,9) 58 (46,4)
Total 56 (100) 69 (100) 125 (100)
PCR E6/E7
Negativo 38 (67,9) 49 (71) 87 (69,6) 0,703
Positivo 18 (32,1) 20 (29) 38 (30,4)
Total 56 (100) 69 (100) 125 (100)
Total de HPV
Naéo tipado 16 (59,3) 15 (48,4) 31 (53,4) 0,312t
HPV 6/11 11 (40,7) 13 (41,9) 24 (41,4)
HPV 6/11 ¢ 16 0 (0) 1(3,2) 1(1,7)
HPV 33 0 (0) 1(3,2) 1(1,7)
HPV 56 0(0) 1(3,2) 1(1,7)
Total 27 (100) 31 (100) 58 (100)
Amostra escova da mucosa oral
Presenca de HPV
Negativo 23 (40,4) 23 (31,5) 46 (35,4) 0,295
Positivo 34 (59,6) 50 (68,5) 84 (64,6)
Total 57 (100) 73 (100) 130 (100)
PCR E6/E7
Negativo 26 (45,6) 30 (41,1) 56 (43,1) 0,606
Positivo 31 (54,4) 43 (58,9) 74 (56,9)
Total 57 (100) 73 (100) 130 (100)
Tipos de HPV
Ndo tipado 23 (67,6) 30 (60) 53 (63,1) 0,4852
HPV 6/11 7 (20,6) 9(18) 16 (19)
HPV 33 1(2,9) 3(6) 4 (4,8)
HPV 52 1(2,9) 3(6) 4 (4,8)
HPV 16 1(2,9) 3(6) 4 (4,8)
HPV 58 1(2,9) 0(0) 1(1,2)
HPV 52 e 33 0 (0) 1(2) 1(1,2)
HPV 6/11 e 33 0 (0) 1(2) 1(1,2)
Total 34 (100) 50 (100) 84 (100)

Legenda: *Valor p compara HPV 6/11 com outros tipos juntos; ®Valor p do Teste Qui-quadrado.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Assim, a frequéncia positiva de HPV no grupo caso, com positividade para HPV
em 34 (59,65%) nas amostras da escova da mucosa oral e 27 (48,21%) nas amostras do swab
da orofaringe (p= 0,223). No grupo controle foi de 50 (68,49%) nas amostras da escova da

mucosa oral e 31 (44,93%) nas amostras do swab da orofaringe (p= 0,004; Grafico 4).

Gréfico 4-Frequéncia de HPV por local de obtencdo das amostras da cavidade oral e orofaringe
por grupo caso/controle.

Valor p = 0,223 Valor p = 0,004
A

50 (68,49%)

34 (59,65%)

HPV+ HPV+
GRUPO CASO GRUPO CONTROLE

Swab orofaringe  ® Escova da mucosa oral

Legenda: Valor p do teste qui-quadrado.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

5.8.5 Frequéncia de genoétipos de HPV na mama no grupo caso-controle

A presenca de HPV na mama do grupo caso foi 32% (16/50), com predominéncia
de HPV 6/11 (56,3%) e HPV 16 (18,8%) e no grupo controle foi de 42,6% (20/47), com
predominancia de HPV 6/11 (80%) e HPV 16 (10%) (Tabela 18).
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Tabela 18-Frequéncia de HPV e seus gen6tipos na mama dos grupos caso/controle (N=97).

L Mama
Variaveis
Caso Controle p
Presenca de HPV
HPV- 34 (68) 27 (57,4) 0,3872
HPV+ 16 (32) 20 (42,6)
Total 50 (100) 47 (100)
Tipo HPV
HPV 16 3(18,8) 2 (10) 0,159°
HPV 33 1(6,3) 0 (0)
HPV 56 1(6,3) 0 (0)
HPV 6/11 9 (56,3) 16 (80)
HPV 6/11 e 16 1(6,3) 1(5)
HPV 6/11, 52 e 56 1(6,3) 1(5)
Total 16 (100) 20 (100)

Legenda: *Teste Qui-quadrado; > Teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Na associacdo da presenca de HPV com a faixa etéria, somente com as participantes
com RE+, onde 77,8%, 70% e 63,6% das participantes com menos de 42 anos, entre 42 a 51
anos e com mais de 51 anos, respectivamente, tinham a presenca de HPV. Quanto ao tipo de
CM no grupo caso, o tipo invasivo foi 0 mais prevalente, com 73,10% de presenca de HPV, e
no tipo in situ, a prevaléncia de HPV foi de 60%, sem significancia estatistica.

A presenca de HPV quanto aos resultados da imuno-histoquimica, o percentual de
presenca de HPV é maior quando o marcador hormonal é positivo, por exemplo, quando RE €é
positivo, a presenca de HPV foi 70%, comparado a 50% quando RE-, mas ndo foi encontrado

relacdo entre os receptores hormonais e a presenca de HPV.

5.8.6 Frequéncia simultanea de HPV na cavidade oral, orofaringe e mama nos grupos

Quanto a presenga simultanea de HPV na cavidade oral, orofaringe e mama, em
cada participante, detectou-se que 77,8% das mulheres que tiveram HPV presente na mama,
também tiveram na boca, e 72,1% das mulheres que tiveram auséncia de HPV na mama, tiveram
HPV presente na boca, mas sem significado estatistico.

A presenca de HPV nas participantes do grupo caso na cavidade oral/orofaringe foi
de 27,8% do tipo HPV 6/11, e 61,10% de néo tipados, alem de casos de HPV 16, 33, 58 e
presenca dos HPVs 6, 11 e 52. Enquanto na mama 56,3% dos casos com presenca de HPV 6/11,
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18,8% de HPV 16, e ainda foi encontrado os tipos HPV 33, 56, presenca dos HPVs 6,11 e 16,
e HPVs 6,11, 52 e 56 (Tabela 19).

No grupo controle, 25% dos casos de presenca de HPV na cavidade oral/orofaringe
foram HPV 6/11, e 44,4% ndo tipados, e na mama, 80% dos casos com presenca de HPV 6/11.
A maior prevaléncia de presenca de HPV é na cavidade oral/orofaringe e os casos de E6 e E7
positivos s ocorreram na boca (Tabela 19).

Tabela 19-Presenca de HPV e gendtipos de HPV na cavidade oral, orofaringe e mama por
grupo caso-controle.

L. Cavidade oral e orofaringe Mama
Variaveis
Caso Controle p Caso Controle p
Presenca de HPV
HPV- 14 (28) 11 (23,4) 0,605? 34 (68) 27 (57,4) 0,3872
HPV+ 36 (72) 36 (76,6) 16 (32) 20 (42,6)
Total 50 (100) 47 (100) 50 (100) 47 (100)
Tipo HPV
HPV 16 1(2,8) 2 (5,6) 0,1182 3(18,8) 2 (10) 0,159°
HPV 33 1(2,8) 4(11,1) 1(6,3) 0(0)
HPV 52 0(0) 1(2,8) 0(0) 0 (0)
HPV 52 e 33 0(0) 1(2,8) 0(0) 0(0)
HPV 56 0 (0) 1(2,8) 1(6,3) 0 (0)
HPV 58 1(2,8) 0(0) 0(0) 0(0)
HPV 6/11 10 (27,8) 9 (25) 9 (56,3) 16 (80)
HPV 6/11 e 16 0(0) 2 (5,6) 1(6,3) 1(5)
HPV 6/11 e 52 1(2,8) 0(0) 0(0) 0(0)
HPV 6/11, 52 e 56 0(0) 0 (0) 1(6,3) 1(5)
Ndo tipado 22 (61,1) 16 (44,4) 0 (0) 0 (0)
Total 36 (100) 36 (100) 16 (100) 20 (100)

Legenda: @ Teste Qui-quadrado; > Teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Comparou-se também a distribuicdo de HPV por faixa etaria, entre a mama e
cavidade oral/orofaringe, somente do grupo caso (p=0,699), e somente do grupo controle
(p=0,694). Em todas essas comparacdes, o principal aspecto considerado foi comparar a
distribuicédo pelas faixas etarias e ndo a presenca de HPV na boca e mama, até porque a presenca
na boca € maior, em torno de 70%, enquanto na mama é em torno de 30 a 40%, mas ndo houve
diferenca significativa.

Quanto a presenca ou auséncia de HPV, nos sitios da cavidade oral, orofaringe e

mama, dos grupos caso e controle, houve diferenca entre a mama e a boca. Portanto, existem
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5,46 vezes mais chances de presen¢a de HPV na boca do que na mama no grupo caso e 4,42
vezes mais chances de presenga de HPV na boca do que na mama no grupo controle. Fica
evidente que a boca, por ser uma cavidade aberta, € uma via de entrada mais acessivel a

contaminacéo pelo HPV (Tabela 20).

Tabela 20-Risco de chance de presenca de HPV na cavidade oral/orofaringe comparado a
mama nos grupos caso e controle.

. . HPV- HPV+ Total
Sitio anatémico p RC (IC 95%)
N (%) N (%) N (%)
Caso
Boca 14 (28) 36 (72) 50 (100) <0,001 5,46 (2,32 - 12,87)
Mama 34 (68) 16 (32) 50 (100) 1
Controle
Boca 11 (23,4) 36 (76,6) 47 (100) <0,001 4,42 (1,82 - 10,75)
Mama 27 (57,4) 20 (42,6) 47 (100) 1

Legenda: Teste Qui-quadrado.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Assim, a frequéncia positiva de HPV no grupo caso foi de 36 (72%) na cavidade
oral/orofaringe e 16 (32%) na mama (p < 0,001). No grupo controle, com positividade para
HPV em 36 (76,6%) na cavidade oral/orofaringe e 20 (42,55%) na mama (p < 0,001; Gréfico
6).

Gréafico 5-Representacdo grafica do risco de chance da presenca de HPV na cavidade
oral/orofaringe comparado & mama nos grupos caso e controle.

Valor p < 0,001 Valor p < 0,001
A A

20 (42,55%)
16 (32%)

HPV+ HPV+

GRUPO CASO GRUPO CONTROLE
Boca ®Mama

Legenda: Valor p do teste qui-quadrado.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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5.9 Frequéncia de HPV na cavidade oral, orofaringe e mama na mesma participante

Quanto a frequéncia de HPV na cavidade oral, orofaringe e na mama em uma
mesma participante, considerando a amostra das 97 participantes que fizeram multiplex nested
PCR na boca e na mama, 28 participantes tiveram HPV na cavidade oral, orofaringe e na mama,
sendo 12 (42,86%; 12/28) delas com 0 mesmo gen6tipo na boca na mama, com predominancia
dos HPVs 6 e 11 (91,6%; 11/12; Tabela 21). Dentre, as participantes com HPV positivo na
mama, 77,8% (28/36) possuem HPV na cavidade oral, orofaringe e mama, 33,3% (12/36)

possuem 0 mesmo gendtipo na cavidade oral, orofaringe e mama.

Tabela 21-Frequéncia de HPV na cavidade oral, orofaringe e mama na mesma participante.

Cavidade oral e

orofaringe Mama Frequéncia
HPV 6/11 HPV 6/11 8
E6eE7 + HPV 6/11 7
HPV 6/11 HPV 16 2
HPV 16 HPV 16 1
HPV 16 HPV 6/11 1
HPV 33 HPV 16 1
HPV 33 HPV 6/11 1
HPV 56 HPV 6/11 ¢ 16 1
HPV 6/11 HPV 6/11 e 16 1
HPV 6/11 HPV 6/11, 52 e 56 1
HPV 6/11 ¢ 16 HPV 6/11 1
HPV 6/11 e 52 HPV 16 1
E6eE7 + HPV 56 1
E6eE7 + HPV 6/11, 52 e 56 1
Total 28

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Das 12 participantes com mesmo genotipo na cavidade oral/orofaringe e mama, 03

(25%) eram do grupo caso e 09 (56,25%) do grupo controle (Tabela 22; Gréfico 6).

Tabela 22—Presenca do mesmo genotipo de HPV na cavidade oral/orofaringe e mama na mesma
participante no grupo caso-controle.

Presenca do mesmo genétipo de HPV na cavidade oral,

Variaveis orofaringe e mama na mesma participante Valor p
Sim Né&o Total
Caso 3 (25%) 9 (75%) 12 (100%) 0,0982
Controle 9 (56,25%) 7 (43,75%) 16 (100%)
Total 12 (42,86%0) 16 (57,14%) (100%0)
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Legenda: @ Valor p teste Qui-Quadrado de independéncia.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Gréafico 6-Representacdo grafica da presenca de HPV na cavidade oral/orofaringe (boca) e
mama na mesma participante.

18
16
14
12
10

m Caso

m Controle

HPV BOCA E MAMA MESMOS GENOTIPOS BOCA E
MAMA

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Considerando as 12 participantes com mesmo genotipo de HPV na boca e na mama,
quanto a faixa etéria, 3 (75%) participantes tinham mais de 42 anos, demonstrando maior
chance (p=0,017; RC=16,5) de ter o mesmo geno6tipo de HPV na boca/mama nesta faixa etaria
e 8 (61,54%) participantes faziam acompanhamento com mastologista (p=0,034; RC=5,87).
Porém os resultados sugerem que as participantes que fumavam (66,6%) e que tinham mais de
um casamento (75%) podem aumentar a chance de ter 0 mesmo geno6tipo de HPV na boca e
mama, contudo ndo observamos significancia estatistica, provavelmente por causa do tamanho
da amostra (Tabela 23).
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Tabela 23—HPV presente na cavidade oral/orofaringe (boca) e mama na mesma participante,

por variaveis sociodemogréficas.

L HPV mama e boca na mesma participante Valor
Variaveis - - RC (I1C 95%)
Sim Nao Total p
Faixa etaria
<42 2 (15,38%) 11 (84,62%) 13 (100%) 1
42 a 51 anos 3 (75%) 1(25%) 4 (100%) 0,0172 16,5 (1,09-250,19)
>51 anos 7(63,64%) 4 (36,36%) 11 (100%) 9,63 (1,38-67,25)
Total 12 (42,86%0) 16 (57,14%) 28 (100%)
Fumante
Sim 4 (66,67%) 2 (33,33%) 6 (100%) 0,354°
Nunca fumou 8 (36,36%) 14 (63,64%) 22 (100%)
Total 12 (42,86%) 16 (57,14%) 28 (100%)

Fazia algum acompanhamento com mastologista e/ou ginecologista para prevencao do cancer de mama

Sim 8 (61,54%) 5 (38,46%) 13 (100%) 0,0342 5,87 (1,08 - 32)
Nio 3 (21,43%) 11 (78,57%) 14 (100%)

Total 11 (40,74%) 16 (59,26%6) 27 (100%)

NUmero de casamentos

Nenhuma 3 (37,5%) 5 (62,5%) 8 (100%) 0,273

Uma 5 (33,33%) 10 (66,67%) 15 (100%)

Duas 3 (75%) 1 (25%) 4 (100%)

Total 11 (40,74%) 16 (59,26%) 27 (100%)

Legenda: Valor p teste Qui-Quadrado de independéncia; b. Valor p teste Exato de Fisher.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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6 DISCUSSAO

O CM é um problema de saide em todo o mundo, com alta taxa de mortalidade
entre as mulheres, contudo os mecanismos de desenvolvimento sdo multifatoriais e complexos.
E especulada a possivel relagdo entre 0 CM e infecgbes por HPV, como um cofator no
desenvolvimento do CM (MALDONATO-RODRIGUEZ et al., 2022). Mahone et al. (2018)
sugeriram que a infeccao pelo HPV seria um evento precoce, seguido de alteracdes cumulativas
ao longo do tempo, semelhante a carcinogénese cervical.

Na nossa pesquisa, as participantes com CM eram jovens, com média de idade de
47,8 (£10,3) e a mais jovem tinha 30 anos. A maior predominancia de HPV na cavidade oral e
orofaringe ocorreu na faixa etéaria superior a 51 anos. De fato, 0 CM é mais comum na faixa
etaria entre os 40 e 60 anos, embora no Ceara haja uma tendéncia ao acometimento de mulheres
mais jovens (INCA, 2020).

A maioria das participantes deste estudo se autodeclarou parda, raga/cor
preponderante no Brasil de acordo com os dados da ultima Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios (PNAD), indicativo de nossa populacdo miscigenada (IBGE, 2020). A presenca de
HPV na cavidade oral/orofaringe dessas mulheres foi bem maior do que nas brancas (82,9%;
RC= 4,19). Sobre isso, estudos epidemioldgicos relataram que certos aspectos como raga/cor,
comprovadamente, contribuiam como fatores de risco para 0 CM em mulheres (COUGHLIN,
2019), principalmente em mulheres com ascendéncia africana, que possuiam maior indice de
CM do tipo RE+ e com menor idade do que as com ascendéncia europeia (FIGUEROA et al.,
2020), além de maior taxa de mortalidade entre as mulheres negras (ACS, 2022).

As mulheres desse estudo possuiam, em grande parte, apenas o ensino fundamental
e eram de baixa renda. Fatores socioecondmicos como grau de escolaridade e renda podem nédo
ser determinantes na génese de algumas doencas, entretanto podem influenciar nas tomadas de
deciséo, gerenciamento das doencas e no seu grau de autonomia, o que interfere nas condutas
de prevencéo/tratamento do cancer; assim, quanto maior o nivel socioeconémico da mulher,
maior a possibilidade de realizacdo das condutas preventivas, portanto maiores chances de um
diagnostico precoce do CM (TORTAJADA et al., 2019; KALTNEMEIER et al., 2020).

A maioria das participantes do estudo possuia o status casada (62,12%). Moura et
al. (2020) analisaram a percepg¢éo das mulheres quanto a sua vulnerabilidade em relacéo as IST,
relatando baixa percepcao sobre o assunto e acreditando que somente sé&o acometidas por IST
as que ndo vivenciam um relacionamento estavel, evidenciando a necessidade de acGes

preventivas.
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Quanto a pratica religiosa, a maioria das mulheres do nosso estudo era catdlica.
Padela et al. (2015) avaliaram a associagdo entre fatores relacionados a religido e o rastreamento
do CM, concluindo que a frequéncia da mamografia era menor em mulheres muculmanas,
sugerindo que os valores religiosos influenciam seus comportamentos em relacéo a salde.

No que se refere as condi¢Bes de saude como consumo de drogas licitas e ilicitas,
que sdo considerados como fatores de risco modificaveis, foi observado que praticamente
metade das mulheres fazia uso de bebida alcodlica, com habitos semelhantes em ambos 0s
grupos. Outrossim, em relacdo ao tabagismo, o percentual foi bem menor, praticamente a
metade. Sabe-se que a ingestdo de bebidas alcoolicas € um dos fatores comportamentais que
comprovadamente € associado ao CM em mulheres, entretanto, para o tabagismo, os resultados
das pesquisas sdo conflitantes (WHO, 2021).

A maior parte das participantes era heterossexual e ativa sexualmente, contudo o
uso de preservativo ndo era uma pratica comum. Esses dados chamam a ateng&o para a urgéncia
das préticas de educacdo em saude, como estratégia de prevencdo e promocdo da salde e de
cuidados. Salientando que a maioria dos individuos sexualmente ativos é infectada pelo HPV
pelo menos uma vez na vida (WIERZBICKA; SAN GIORGI: DIKKERS, 2023).

Na atualidade, as caracteristicas epidemioldgicas das infec¢bes por HPV nos 6rgaos
genitais e orofaringe modificaram-se devido as mudancas nos habitos sexuais da populacéo em
geral, como reducdo da idade de inicio da atividade sexual, aumento do nimero de parceiros e
habitos sexuais orogenitais, , com maior exposicao a infeccdo dos pacientes com idade precoce,
tornando o HPV uma infeccdo endémica (D'SOUZA et al., 2007; NAGHAVI et al., 2016).

Sobre o histérico familiar de cancer, o tipo mais comum relatado foi 0 CM, seguido
do céncer de Utero. Curiosamente, a historia familiar aumenta o risco para o desenvolvimento
do CM em duas a nove vezes, especialmente se um ou mais parentes de primeiro grau (mée ou
irmd) forem acometidas antes dos 50 anos de idade. No entanto, 0 CM de carater familiar
corresponde a aproximadamente 10% do total de casos de CM (RODRIGUES et al., 2012).

Nesta pesquisa, houve maior positividade de HPV na cavidade oral/orofaringe das
participantes evangélicas (87,5%; RC=10,5; p=0,042). As participantes pardas e evangélicas
apresentaram maior positividade de HPV na cavidade oral/orofaringe. Porém, conforme Lin et
al. (2015), existem grandes dificuldades de se associar a infec¢do pelo HPV a grupos étnicos
especificos, pela grande variabilidade genética, além do comportamento de risco, normas
sociais e grande diversidade cultural entre os paises.

Neste trabalho, a IST mais prevalente estava relacionada ao HPV, seguida da sifilis.

As participantes que tinham parceiros com histérico de tratamento para IST prévia, possuiam
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7,27 vezes de mais chance de presenca de HPV na cavidade oral e orofaringe. A relagéo das
ISTs com o cancer cervical e de orofaringe, principalmente da infeccdo pelo HPV, é bem
documentada, entretanto, a relacdo desse virus com o CM ainda ndo esta bem estabelecida
(KOLOURA et al., 2018; TAHMASABI et al., 2023). Vale salientar que a hipotese do HPV
contribuir para o CM foi fundamentada por Band et al. (1990) de forma pioneira, pela
identificagao de HPVs de alto risco (16, 18, 31, 33 e 35) nos CM e na imortalizagio de células
mamarias humanas normais in vitro quando expostos ao HPV e aos fatores de crescimento
necessarios.

Atualmente, a PCR é considerada o método mais efetivo na detec¢do de HPV,
principalmente em CM, pela sensibilidade e especificidade, além de exigir menor quantidade
de DNA e revelarem a prevaléncia de diferentes geno6tipos que coexistem no CM (ABREU,
2012; ZHOU et al., 2015; LAWSON et al., 2016b; LAWSON et al., 2016a; LAWSON, 2018).
O uso de metodologias inadequadas, a escolha de iniciadores menos sensiveis e ainda a
aplicacdo da técnica em tecidos embebidos com parafina, que diminuem a integridade do DNA,
podem incorrer em erros quando se deseja estimar a prevaléncia do HPV (WANG et al., 2012;
LUDER et al., 2016; DELGADO-GARCIA, 2017; MASTORAKI et al., 2020).

Com base nessas informacoes, esta pesquisa explorou a presenca de 08 tipos de
HPVs de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 56, 58, 59) e 2 tipos de HPV's de baixo risco (6
e 11), na cavidade oral, orofaringe e na mama, utilizando o teste molecular de multiplex nested
PCR, para deteccdo e genotipagem de HPVs. Assim, foi possivel detectar o DNA de HPV de
alto risco nas participantes dos grupos caso e controle.

Considerando a amostra total (N=132), o DNA do HPV foi encontrado de forma
expressiva nas amostras orais (75,8%), com destaque para E6 e E7 + (57%) e HPVs 6 e 11
(25%), e com significado estatistico quando comparado com os demais genotipos (p < 0,001).
Esses dados estdo dentro do esperado, pois a grande maioria dos trabalhos evidenciaram os
HPVs 6 e 11 em mucosa normal (CASTRO et al., 2006). Em contrapartida, na comparacao
entre os grupos, ndo houve diferenca na positividade do HPV na cavidade oral e orofaringe.
Nossos achados foram superiores aos encontrados por Colpani et al. (2020), que em revisdo
sistematica e meta-andlise, encontraram uma média de positividade do HPV na cavidade oral
da populacédo brasileira de 12%. Zambrano-Rios et al. (2019) reforcaram as evidéncias da
necessidade de mais estudos quanto a presenca de HPV na cavidade oral de individuos
saudaveis.

A frequéncia de HPV foi semelhante nas amostras do swab da orofaringe e escova

da mucosa oral, com maior percentual para E6 e E7+, seguido dos HPVs 6 e 11. Todavia, na
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mucosa oral houve maior variedade de genotipos de alto risco e presenca simultanea de
diferentes gendtipos. Este achado estd em concordancia com a literatura, que aponta 0s
gendtipos 6 e 11 como os mais prevalentes na cavidade oral. Apesar do HPV ser amplamente
aceito como um fator de risco para o cancer oral, € especulada a capacidade deste virus
amplificar o papel carcinogénico de fatores de risco como o tabagismo e etilismo (MELO et
al., 2012).

Em relacdo as amostras da mama, detectamos o HPV em 36,7% das participantes
(p=0,009). Quanto aos tipos, os mais prevalentes foram os HPVs 6 e 11 (69,4%; p<0,001),
seguido do HPV 16 (13,9%). Interessantemente, as cepas mais agressivas foram detectadas na
mama ao se comparar com cavidade oral/orofaringe. O trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa foi encontrado os HPVs 6 e 11 em 13,7% de casos de CM e em 20% das mamas
normais, a presenca de HPV em 49,6% das amostras de CM e 15,8% no tecido mamario sem
alteracdes. Estes resultados corroboram com a importancia da influéncia do HPV no
desenvolvimento do CM (CAVALCANTE et al., 2018). Ademais, Villiers et al. (2004) e Li et
al. (2015) constataram os HPVs 6 e 11 como os mais frequentes em lesdes de mama e
carcinomas invasivos, semelhante aos resultados desta pesquisa. Além disso, os tipos 6 e 11,
que até entdo, eram considerados de baixo risco oncogénico, podem estar relacionados com o
desenvolvimento do CM (BORBA et al., 2022).

A prevaléncia de HPV no CM variou de 1 a 86% no estudo de Islam et al. (2020),
onde nove tipos de HPVs (6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 45 e 52) foram evidentes no CM em
populacgdes distintas; diferente dos nossos resultados, o HPV 16 foi mais prevalente em CM das
norte-americanas, e 0 HPV 18 e 33 mais frequente em CM das australianas e chinesas (ISLAM
et al., 2020). O trabalho de Mohmmed et al. (2023) também encontrou 94,4% das amostras
positivas para 0 HPV 16 de mulheres com CM, reforcando a grande variabilidade dos achados
em populages distintas.

Wang et al. (2011) e Vernet-Tomas et al. (2015) nao detectaram o HPV no CM
devido a varios fatores relacionados as técnicas utilizadas ou a uma populacdo genética
diferente. Corroborando com trabalhos que ndo encontraram relagdo entre a presenca de DNA
de HPV com o desenvolvimento do CM (HEDAU et al., 2011; SILVA; DA SILVA, 20113;
TAHMASABI et al., 2023).

A presenca de infeccdo por HPV nos ductos mamarios € uma associacgdo ldgica,
pois a exposic¢do dos ductos mamarios ao ambiente externo poderia ser uma porta de entrada
para a infec¢do pelo HPV e uma explicacéo convincente para a maioria dos CM originérios do

epitélio do ducto mamario (HENG et al., 2009). Essa visdo também é corroborada pelos
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achados de Salman et al. (2017) que mostraram uma forte correlagdo entre HPV de alto risco e
a frequéncia de casos de carcinoma ductal.

Algumas pesquisas sugeriram que a infeccdo pelo HPV é um fator importante na
carcinogénese de CM. Sdo necessarios mais estudos para estabelecer uma relacdo de
causalidade, mesmo que apenas para alguns tipos neoplasicos. A presenca de HPV na mama
pode ndo ter relacdo etioldgica direta e pode ser resultado de comorbidades facilitadas pelas
alteracdes imunoldgicas e inflamatdrias tumorais. E possivel que o HPV apenas inicie, facilite
ou participe da cadeia do processo que leva a formacéo do tumor, precedendo a transformacéo
maligna como no céancer de colo de Utero (MALHONE; LONGATO-FILHO; FILASSI JR,
2018; ISLAM et al., 2018; GOMES DE OLIVEIRA et al., 2022; KUDELA et al., 2022).

Este estudo observou que metade das participantes solteiras foi detectada com HPV
na cavidade oral, orofaringe e mama, e com maior risco de possuir HPV na cavidade
oral/orofaringe do que na mama (p=0,014; RC=4,08), provavelmente por terem mais parceiros
ou maior atividade sexual do que as casadas. Outrossim, a maioria das participantes (84%)
realizava prevencdo de cancer ginecoldgico, onde o grupo caso relatou maior histérico de
cancer ginecoldgico na familia (20,51%; p=0,015 e RC 6,84) e maior frequéncia de HPV
(33,3%; p=0,012). Lawson et al. (2016b) demonstraram que mulheres australianas com lesdes
cervicais pregressas por HPV, apresentaram maior probabilidade de desenvolver CM,
justificado pela exposi¢ao prolongada ao virus, e 70% destas mulheres desenvolveram CM e
perceberam ainda que, as mulheres jovens que apresentaram lesao cervical, desenvolveram CM
mais precocemente em relacao a mulheres mais velhas.

A maior parte do conhecimento sobre a epidemiologia do HPV estéa relacionada ao
colo do Utero, onde a aquisi¢do do HPV ocorre ap6s a inicia¢do sexual, e a maioria das infeccdes
desaparece dentro de 1 a 2 anos, porém as infecgdes em idades mais avancadas sd@o incomuns.
Geralmente as infec¢Bes sdo transitorias, mas a infeccdo persistente por HPV de alto risco é a
principal causa para o desenvolvimento do céancer do colo do Utero (WIERZBICKA; SAN
GIORGI: DIKKERS, 2023). Segundo Siles e colaboradores (2020), a presenca de patologia
cervical e presenca de HPV oral estdo relacionados aos habitos sexuais (SILES et al., 2020).

No que diz respeito a saude bucal, apenas 25% da amostra total foi ao dentista ha
menos de 6 meses, enquanto que as participantes do grupo caso (84,21%) (p=0,021; RC=2,72)
foram ao dentista hd 6 meses ou mais, demonstrando menor cuidado com a saude bucal. O
aumento da probabilidade de infec¢do por HPV esta sendo associada a higiene bucal deficiente,
conforme relatos de Montenegro; Veloso; Cunha (2014), onde 56% dos participantes que

relataram higiene bucal deficiente, apresentavam doenca periodontal, problemas dentarios e
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maior prevaléncia de infeccdo por HPV. Reforcando que a salde bucal deficiente e a presenca
de Ulceras, facilitariam a exposi¢do do conjuntivo e a penetracdo do HPV através dessas
microlesdes. Contudo, contrapondo esta hipdtese, a mediana no indice CPOD do nosso estudo
foi semelhante entre 0s grupos caso e controle.

Ainda sobre a satde bucal, um percentual considerdvel das participantes desse
estudo usavam protese dentéria (39,39%), em um estado de conservagdo insatisfatorio e a
grande maioria (80,8%) tinha HPV na cavidade oral e orofaringe. Este indice foi bem mais alto
do que o relatado por Nascimento et al. (2019), que detectaram 0 DNA do HPV em 27,7% das
amostras e, dentre as usuarias de protese total, a positividade foi de 41,9%. Assim, nossos
resultados reforcam a necessidade de acompanhamento odontoldgico periddico de pacientes
portadoras de proteses, a fim de preservar as condi¢bes basicas de saude bucal, bem como
monitorar o aparecimento de lesdes com potencial maligno.

Sobre as oncoproteinas, a deteccdo de E6 e E7 demonstrou maior positividade na
cavidade oral do que na orofaringe, no grupo controle As proteinas E6 e E7 sdo expressas
precocemente na infeccdo viral, e como foi dito anteriormente sdo responsaveis pela
transformacdo inicial das células, etapa crucial da carcinogénese. O HPV 16, considerado
oncogénico, é associado tanto as lesdes potencialmente malignas como malignas, no colo do
utero. Ademais, 0 HPV 16 tem sido estudado exaustivamente no cancer de boca e de orofaringe,
sendo considerado o tipo mais frequente em amostras orais (KEDARISETTY et al., 2016).
Esses achados no grupo controle reforcam a importancia de um teste de triagem no intuito de
monitorar as pacientes de risco.

Outrossim, a frequéncia de infeccdo oral por HPV relatadas em alguns trabalhos
demonstraram similaridades: 5,3% em mulheres sem lesdes orais (OLIVEIRA et al., 2017),
3,9% (NEMESIO et al., 2020) e 6,6% (ZAMBRANO-RIOS et al., 2019). Termine et al.(2011)
avaliaram 98 mulheres com infeccdo cervical por HPV, e encontraram uma frequéncia maior
do HPV oral, 14,3%, enquanto que um estudo de meta-analise feito pelo mesmo grupo de
pesquisadores obteve frequéncia de 18,1%.

Nossos resultados demonstraram maior chance de presenca simultanea de mais de
um gendtipo de HPV nas amostras da mucosa oral do que da orofaringe (p=0,004; RC=3,43;
1,41-8,36) e maior chance da presenca de HPV na cavidade oral/orofaringe em relacdo a mama,
em ambos os grupos. Na comparagdo da presenca de HPV na cavidade oral/orofaringe em
relacdo & mama, a RC no grupo caso maior (RC=5,56; 2,32-12,87; p< 0,001) do que no grupo
controle (RC= 4,42; 1,82- 10,75). O numero de casos de cancer de orofaringe (area de

amigdalas e parte posterior da garganta) aumentou bastante nas ultimas duas décadas, tendo
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como principal causa o0 HPV e sendo mais prevalente que o cancer cervical nos Estados Unidos
e Reino Unido. A regido orofaringea é mais susceptivel a infeccdo pelo HPV de alto risco,
devido ao tipo de epitélio reticulado nas criptas tonsilares e abundante tecido linféide nas
tonsilas palatinas e base de lingua. As criptas tonsilares sdo bem invaginadas e o biofilme se
acumula, com infeccdes bacterianas favorecendo a infeccdo persistente por HPV e permitindo
a carcinogénese (RIETH et al., 2018; MEHANNA, 2023). Todavia, no nosso estudo foi
encontrado maior presenca de HPV na cavidade oral.

Vale salientar que a infeccédo oral pelo HPV esta fortemente associada ao cancer de
orofaringe em individuos com ou sem fatores de risco estabelecidos de uso de tabaco e élcool.
O HPV 16 é o mais associado ao cancer de orofaringe e genital (D'SOUZA et al., 2007,
KEDARISETTY etal., 2016).

Os HPVs de alto risco podem ser fatores de risco importantes para carcinogénese
mamaria e metastases, porém ainda nao esta claro como o HPV chega na mama (RODRIGUES,
2011), aspecto importante que motivou essa pesquisa.

Teoricamente, a contaminacdo da papila mamaria pode ocorrer diretamente por via
sexual, pelo contato direto entre 0s 6rgaos genitais, boca, maos e mama através de sexo oral,
através de microlesdes da pele da papila, onde se encontram os ductos mamarios abertos; ou
indiretamente, por disseminacdo do HPV através do sangue ou linfa, de um local infectado
primariamente para um local a distancia. Cogita-se que os virions do HPV possam ser
transportados através de vesiculas extracelulares (CHANG et al., 2012; ISLAM et al., 2020;
MALDONATO-RODRIGUEZ et al., 2022). Também tivemos um resultado relevante quanto
a presenca simultanea de HPV na cavidade oral, orofaringe e mama em 28 participantes,
equivalendo a 77,8% das participantes com HPV positivo na mama, sendo 12 (42,86%) delas
com 0 mesmo genotipo nas amostras orais e mamarias, com maior frequéncia de HPVs 6 e 11
(91,6%). Ademais, nessas 12 mulheres, as mais velhas apresentaram maior chance de ter o
mesmo genotipo (p=0,006). Sugerimos um provavel modo de infecg¢éo do tecido mamario, onde
0 HPV, muito provavelmente, penetraria na zona de transi¢cdo do ducto mamario através da
boca em consequéncia das praticas de sexo oral.

Diante do exposto, mostrou-se crucial a investigacdo da relagéo entre HPV e CM
nesse estudo. A exposicado dos ductos mamarios ao meio externo através do complexo aréola-
mamilo, pode fornecer uma porta de entrada para a infecgdo pelo HPV através do contato das
mMaos com 0S 6rgaos genitais e com a glandula mamaria durante a atividade sexual, ou pelo
contato de fluidos corporais com as fissuras do mamilo (MALDONATO-RODRIGUEZ et al.,

2022). Além disso, a maioria dos CM originam-se do epitélio do ducto mamario (POLYAK,
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2007), reforcando nossa hipétese de uma provavel via de contamina¢do do HPV no tecido
mamario pela zona de transi¢do do ducto mamario através do contato boca e papila mamaria
(ISLAM et al., 2020; MALDONATO-RODRIGUEZ et al., 2022).
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7 CONCLUSAO

A positividade para o HPV foi mais expressiva na cavidade oral e orofaringe (75,8%
HPV positivas) do que na mama (36,7%), em ambos os grupos; 28 (77,8%) participantes
apresentaram HPV na boca e mama simultaneamente; dentre estas, 12 apresentaram 0 mesmo
genotipo na boca e mama.

O HPV na cavidade oral/orofaringe acomete mais as mulheres pardas e as
evangélicas.

As participantes do grupo caso com histdrico de cancer ginecoldgico na familia e
as que nao faziam consulta odontoldgica ha mais de 6 meses apresentaram maior frequéncia de
HPV na cavidade oral e orofaringe.

O DNA do HPV foi encontrado de forma expressiva na cavidade oral e orofaringe,
com maior positividade nas amostras da mucosa oral do grupo controle, com destaque para a
deteccdo de E6 e E7.

A presenca simultanea de mais de um gendétipo de HPV foi mais evidente na
cavidade oral que na orofaringe.

Os gendtipos mais prevalentes na mama foram os HPVs 6 e 11.

A partir dos dados descritos, sugere-se que ocorra uma possivel contaminagdo da
mama pelo HPV presente na cavidade oral.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados acima evidenciam a importancia da implantacdo de testes de triagem
na deteccdo do HPV oral no monitoramento de individuos susceptiveis, pois o0 HPV foi
detectado de forma consideravel em mulheres sem CM. Além disso, demonstramos a
complexidade em se estudar a infecgdo pelo HPV. Embora seja evidente a contaminagédo da
papila mamaria pelo virus, mais estudos sdo necessarios para confirmar se sua provavel via de
contaminacdo € oriunda da boca, para assim demonstrar, de fato, uma associacao entre HPV e
o CM.

Para melhor compreensao do papel do HPV no CM, sdo necessarios estudos com
um tamanho amostral maior. Nosso estudo também ndo representou a populacdo geral, em
virtude de ter sido realizado em uma comunidade restrita de mulheres em atendimento no
servico publico.

Também consideramos importante, o incentivo das politicas publicas de saude na
vacinacdo contra o HPV, que além de ser fundamental na reducdo da infeccdo pelo virus,
poderia consequentemente reduzir as taxas de CM.

Urge a necessidade de aprofundamento dos estudos na investigacdo do HPV nos

ductos mamarios.
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APENDICE | - QUESTIONARIO DE PESQUISA — HPV

QUESTIONARIO DE PESQUISA - HPV

N°. entrevista —

DATA DA ENTREVISTA - / / DEN [/ [/
Nome — Nome
Pront — Pront
Rua -

N.
Bairro —
Municipio — Mun
Telefone para contato — (_ ) Tel
Autoriza contato pelo telefone — 1.( )Sim 2.( )N&o Aut
DADOS SOCIODEMOGRAFICOS
Sexo— 1.( )M 2.( )F SEX
Data de Nascimento — / / DN [/ |
Cor (autoinformada) — RAC
1( )Branca 2( )Preta 3( )Amarela 4( )Parda 5( )Indigena —
Escolaridade em anos — (Zero se néo estudou) ESC
Estado Civil —
1.( )Solteiro 2.( )Casado/Vive junto/Unido consensual/Amasiado,
3.( )Divorciado/Separado 4.( )Viavo.
Quantas vezes foi casada? ( ) Nenhuma ( )1 ( )2 ( )>3
Qual é a sua religiao? REL
1.( )Catolica 2.( )Evangélica 3.( )Espirita 4.( )Outra  5.( )Sem Religido —
Situacdo Ocupacional —
1.( )Empregado 2( )Desempregado 3.( )Aposentado 4.( )Afastado OoCuU
5.( )Dona de casa
NUmero de pessoas que moram no mesmo domicilio — NPD
Renda mensal da familia (Somar todos os rendimentos) — R$ RMF
HABITOS DE SAUDE
Ingere bebida alcodlica? ( )Sim ( )Parei de beber ( )Nunca bebi
Na dltima semana vocé tomou alguma bebida alcoolica? (pelo menos 8 copos de
bebida alcodlica)
1.( ) Sim, bebo todos os dias;
2.( ) Nao; CBA

3.( ) Sim, bebo pelo menos umas vez na semana; —
4.( ) Bebo menos de uma vez no més;
5.( ) Parei de beber;

6.( ) Nunca bebi;

88( ) Né&o sabe/N&o quero responder;

Tempo de &lcool — ( )Nunca ( )01-9anos ( )10-19,9anos ( )20-29,9 | TBA
anos ( )>30 anos;

Frequéncia— ( )Nunca ( )Raramente ( )lvez/semana ( )1-2vezes/semana
T ) FBA
( )3-5vezes/semana ( )diariamente; —

TIPO DE BEBIDA — () Destilada ( ) Fermentada ( ) Compostos Qual? TPBA
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Vocé j& usou ou usa algum tipo de droga ilicita?
1( ) Néo;

2( ) Sim. Maconha;

3( ) Sim, Cocaina;

4( ) Sim, Crack;

5( ) Sim, droga injetavel,

6( ) Outras —

Dl

Fuma? ( )Sim ( )Parei de fumar ( )Nunca fumei

FF

Se sim, numero de cigarros por dia — (zero se ndo fuma)

Ncigar

Tempo de fumo — ( )Nunca (
anos; ( )=30 anos;

)0,1-9 anos ( )10-19,9 anos ( )20-29,9

TF

Média de cigarros ao dia— ( )nenhum ( )até 5 cigarros ( )6-10 cigarros
( )11-20cigarros ( )>20 cigarros;

MCD

Vocé masca fumo? 1 () sim; 2( ) Nao

Mfum

DIAGNOSTICO DE CANCER DE MAMA

Quando recebeu o diagnostico de cancer de mama?

1.( )H&03 mesesoumenos 2.( )Ha06 meses 3.( )HA&O0Lano
4.( )Ha02anos 5.( )Ha03 anos 6.( )Ha mais de 05 anos

TDC

Fazia algum acompanhamento com mastologista e/ou ginecologista para a
prevencdo do cancer de mama?

Com qual idade recebeu o diagndstico de cancer de mama?
1.( )<25 2.( )25-35 3.( )>35

IDC

Fez mamografia?
1.( )Sim 2.( )Né&o
Sesim— ( )2xaoano ( )anualmente

MAM
FMAM

Fez algum exame de ultrasson de mamas?
1.( )Sim 2.( )Néo
Sesim— ( )2xaoano ( )anualmente

Quais tratamentos oncolégicos/ginecoldgicos recebidos —
() Cirurgia ( ) Quimioterapia ( ) Radioterapia (
tratamento ( )Emtratamento () Outros

) Sem

TONC

Teve metastase? ( )Sim ( )Néo

Algum parente de 1° grau tem ou teve cancer?
Se sim, qual tipo?

PREVENCAO DO CANCER GINECOLOGICO

Realizou alguma vez a Prevencéo do cancer ginecologico?
1.( )Sim 2.( )Ndo 3.( )N&o sabe/Desconhece

PCG

H& quanto tempo realizou a ultima prevengéo?

1.( )<lano 2.( )2anos 3.( )3-5anos 4.( )>6anos 5.( )Nunca realizou

TPREV

Frequéncia atual das consultas de acompanhamento oncolégico/ginecologico?
(" )Trimestral ( )Semestral ( )Anual

DPREV

Histdria de Cancer ginecologico na familia?
1.( )Sim 2.( )Ndo 88.( )N&o sabe/Desconhece

HCAN

Data da primeira menstruacdo —
Data da Gltima menstruagdo —

PRIMEIRA
ULTIMA
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Esta na menopausa? MENOPAU
Ciclo menstrual — 1.( )regular 2.( )irregular; CM
Tomou vacina contra o HPV? 1.( )Sim 2.( )N&o VHPV

DADOS SEXUAIS E REPRODUTIVOS

Qual sua orientagéo sexual? 1.( )Heterossexual 2.( ) Homossexual 3.( )Bissexual ORS

Vida sexual Ativa— 1.( )sim 2.( )nédo NPS

Se sim — N° de parceiros nos ultimos 3 meses — NPSU

N° de parceiros nos Gltimos 12 meses — —

Idade da 12 relagédo sexual — IPRS

Ja foi abusada sexualmente — () Sim () Nao

Mora com parceiro? 1.( )Sim 2.( )N&o MCP

Qual a sorologia anti-HIV do seu parceiro atual? SORP

1.( )Positiva 2.( )Negativa 3.( )Nao sabe/N&o fez 4.( )Sem parceiro —

Pratica sexual — 1( )Oral, 2( )Anal, 3( )Vaginal, 4( ) Duas ou mais formas PS

Qual a frequéncia de sexo vaginal com o parceiro por semana? ( )<3 ( )3-7 ( )>7 | FSV

Se fizer sexo oral, qual a frequéncia por semana? ( )<3 ( )3-7 ( )>7 FSO

Uso de preservativo nas relagdes —

1.( )Oral 2.( )Anal 3.( )Vaginal 4.( )Todasasformas 5.( )Vaginal/Anal UPres

6.( )Vaginal/Oral 7.( )Anal/oral 8.( )sem uso de preservativo

Histdria prévia de Infeccdo Sexualmente Transmissiveis — ITG

1.( )Sim 2.( )Ndo 88.( )N&o sabe/Desconhece —

Se Sim, qual tipo -

3.( )HPV 4. )Sifilis 5.( )Gonorréia 6.( )Vaginose 7.( )Candidiase

8.( )Triconomiase 9.( )Outra— ITRT

Fez algum exame de deteccdo para HPV? ( )Sim ( )Nao E—

Teve alguma doenca associada ao HPV? ( )Sim ( )Nao

Algum dos filhos tem HPV? ( )Sim ( )Né&o

Fez tratamento para alguma infeccdo sexualmente transmissivel? TRDST

1.( )Sim 2.( )N&o 88.( )N&o sabe/Desconhece —

Histdria de IST do Parceiro(a) atual? HDST

1.( )Sim 2.( )N&o 88( )N&o sabe/Desconhece —

Se Sim, qual tipo -

3( JHPV  4( )Sifilis 5. )Gonorréia 6. )Vaginose: ITRPDST_

7.( )Candidiase 8.( )Triconomiase 9.( )Outras — -

Seu parceiro fez tratamento para alguma infec¢do sexualmente transmissivel? TRDSTP__

1.( )Sim 2.( ) Nao 88.( )N&o sabe/Decsconhece _

Utiliza método contraceptivo? 1( )Sim 2( )Nao MC

Sim -

( )4.Oral ( )5.Injetavel ( )6.DIU ( )7.diafragma ( )8.camisinha ( )9.0utro— | TM

Jé fez uso de reposicdo hormonal? ( )Sim ( )N&o

Se sim, por quanto tempo?

DADOS ESPECIFICOS GESTACAO (se houve gravidez na vida)

G P A G __ P_
A

Tipo de parto— 1.( )normal 2.( )cirdrgico TP
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Aborto — 1.( )espontdneo 2.( )provocado AB
Intervalo da Ultima gestagdo (anos) — IUG
Ultima Gestagao Planejada— 1.( )Sim 2.( )Ndo 3.( )Sem filhos GESP
Numero de filhos? (0O=Nenhum) NF__
Todos os filhos sdo do mesmo pai? ( )Sim ( )Nao

EXAME FISICO

Peso (kg) — Pe
Altura (cm) — Alt
Presséo Arterial (mmhg) — Pa
Condic0es gerais da cabeca —

Boca — 1-Sem alteragOes; 2- LesBes/Ulcera; 3- Verrugas; 4- Gengivite; 5-Outros — BOC
Cabeca — 1-sem alteragOes; 2- lesdes/Ulcera; 3-alopecia; 4- outros CAB

AVALIACAO ODONTOLOGICA

ANAMNESE

RECEBEU ALGUMA INFORMAC;AO SOBRE CANCER DE BOCA?

( )SIMou ( )NAO

Se SIM por quem? ( )Ré&dio ( )Dentista ( )Médico ( )Enfermeiro ( ) Agente de
saude ( )Outro —

Quando fez Gltimo tratamento odontol6gico? ( )— 6 meses ( )+ 6 meses

Qual o local do ultimo atendimento odontoldgico?

Faz uso de prétese dentaria? ( )Sim ( )Né&o
Se sim, qual?

TRABALHA EXPOSTO AO SOL? ( )SIMou ( )NAO
Se sim, se protege? ( ) Chapéu ( ) Protetor solar ( ) Protetor labial ( )Outro —

Usa aparelho ortodéntico?

Tem alguma alergia?

Toma algum medicamento?

Tem algum problema respiratério?

Tem ou teve algum distarbio sanguineo? Anemia? Hemorragia?

Tem ou teve alguma doencga articular?

Tem ou teve alguma doenca cardiovascular? Hipertensao? Infarto?

Tem diabetes?
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AVALIACAO ODONTOLOGICA

EXAME FISICO

Envolvimento de linfonodos? 2.( )N&o; 1.( )Sim, cadeia I; 1.( )Sim, cadeia ll;
1.( ) Sim, cadeia Ill; 1.( )Sim, cadeia IV

Obs —

ALTERACOES INTRAORAIS —

Forma— 1.( ) Tumor/2.( ) Nddulo/3.( )Papula/4.( )Placa/
5.( ) Mancha/6( ) Ulcera/7.( )Erosdo/8.( ) outro—

Superficie — 1.( )Normal / 2.( )Verrucosa/ 3.( )Aveludada/4.( )Ulcerada/
5.( )Outro—

Implantacdo — 1.( ) Séssil /2.( )Pedunculada/ 3.( )Submucosa/4.( )Intradssea

Cor — 1.( )Normal /2.( )Branca/3.( )Vermelha/4.( )Preta/5.( )Combinada —

6.( )outro —

Consisténcia— 1.( )Flutuante / 2( )Fibrosa/3( ) Amolecida/4( )Endurecida/
6.( )Outro —

Contornos — 1.( ) Bem definido/ 2.( )Mal definido

Tamanho - Localizagdo -

Tempo de evolugao — Lesao é destacavel?
( )Sim ( )Nao

Hipotese Diagnostica —

Diagnostico Diferencial —

ODONTOGRAMA —

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26

27

28

0|

ERO=0=(==0=0

48 47 46 45 44 43 42 M 31 32 33 34 35 36

37

38

Obs —
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C P @) CPOD

PSR —

0 - Faixa colorida da sonda totalmente visivel. Auséncia de sangramento a
1 2 3 sondagem, calculo ou margem da restauragao defeituosa.
1 - Faixa colorida totalmente visivel. Sextante com sangramento a sondagem,

auséncia de calculo ou margem da restauragao defeituosa.

2 - Faixa colorida totalmente visivel. Sangramento a sondagem, presenca de
calculo e/ou restauragdes mal adaptadas.

3 - Faixa colorida parcialmente visivel. Sangramento a sondagem, presenca de

calculo, fatores retentores, bolsas rasas de 4 a 5 mm.

4 - Faixa colorida nao visivel. Sangramento a sondagem, presencga de célculo,
fatores retentores, bolsas profundas de 6 mm ou mais.

* - Utilizado para indicar mobilidade dentaria, envolvimento de furca, recessao

(

gengival e problemas mucogengivais.
6 5 4 X - Sextante Excluido (menos de 2 dentes)

) COLETAPOR SWAB - Data da coleta — / /

Localizacdo — ( ) Mucosa Jugal direita e esquerda

( ) Tonsilas direita e esquerda

( ) Lesdo ( )Outro —
(  )LESOES COM NECESSIDADE DE BIOPSIA - Data bidpsia —
/ /
DESCRICAO CLINICA —

Forma— ( )Tumor/( )Nodulo/( )Papula | Superficie— ( )/ Normal/( ) Verrucosa
( )Placa/( )Macha/( )Ulcera/( )Erosdo | ( )Aveludada/( )Ulcerada/
( Joutro -1 ( Joutro -

Implantacdo — ( )Séssil / ( )Pedunculada | Cor — ( )Normal / (  )Branca / (
( )Submucosa/ ( )Intradssea )Vermelha
( )Preta/( )Combinada —

( )outro —

Consisténcia— ( )Flutuante / ( )Fibrosa | Contornos — ( )Bem definido / ( )Mal
() Amolecida/ ( )Endurecida definido

( ) outro — | Localizagéo -
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Tamanho — | HD-

D.D-

Tempo de evolugéo —

Obs

RESULTADO ANATOMOPATOLOGICO -

( )REALIZOU FOTO INTRAORAL - ( ) Ocluséo frontal; ( )Lesé&o intraoral

( ) EXAMES IMAGINOLOGICOS (se houver necessidade) —

Data de execu¢do—- [/ /

Tipo(s) —
Interpretacéo —
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APENDICE Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidada pelo pesquisador Luiz Gonzaga Porto Pinheiro como participante
da pesquisa intitulada “Estudo da Patogénese do Papiloma Virus Humano (HPV) no
Cancer de Mama”. Vocé nao deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informagdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos
desta pesquisa sejam esclarecidos.

A presente pesquisa pretende investigar o papel de um virus transmitido sexualmente, o
Papiloma Virus Humano (HPV), no desenvolvimento do Cancer de Mama. Para tal, as
participantes que concordarem com a participagao na pesquisa realizardo trés consultas junto
a Especialistas do Servigo de Diagnéstico em Mastologia (SDM) Prof. Luiz Porto, sediado no
Grupo de Educagdo e Estudos Oncologicos (GEEON), na Rua Papi Janior, 1511 — Rodolfo
Teofilo. A primeira junto a um Mastologista, que realizara a coleta de secre¢ao dos mamilos
(seios) com pequenas escovas. A segunda sera com um Cirurgiao Dentista, que também coletara
amostra de secre¢ao (saliva) das bochechas com espatulas, e a terceira com um Médico
Ginecologista, que realizara um exame de preventivo, similar ao que ¢ realizado no posto de
Saude. As amostras serao devidamente identificadas e armazenadas para estudo posterior em
laboratorio.

Os possiveis riscos da pesquisa incluem a eventual descoberta de um Cancer ou de uma infecgao
por doenga sexualmente transmissivel (ja existente anteriormente e sem qualquer relagao causal
com a Pesquisa ou seus procedimentos), seja na Mama, no Colo do Utero ou no Boca, uma vez
que ¢ proprio da realizagao de consultas junto a profissionais de satde e de exames ou testes
laboratoriais a confirmagao ou o afastamento de doengas. Outro ponto negativo incluira o
desconforto e constrangimento durante as consultas e coletas de exames. Apesar disso, a
descoberta (diagnostico) e a possibilidade de efetuar medidas preventivas e de tratamento, nesse
caso, embora possa se associar ao trauma emocional proprio da descoberta de uma doenga, pode
ser encarada como um beneficio do estudo. Além disso, as pacientes que eventualmente tenham
diagnosticas doencas, sera oferecida consulta com Psicologa, algo que ja faz parte da rotina do
Servig¢o de Mastologia.

Caso concorde em participar, sua participacao sera totalmente voluntaria, sem nenhum tipo
de remunerag¢ao ou pagamento. Todos os dados da sua participacao, bem como resultados de
exames ou testes, serao documentados e mantidos confidencialmente, sendo disponiveis apenas
para os profissionais envolvidos nesse estudo, que terdo acesso apenas quando necessario. Além
disso, a aceitacao ou nao de participar da Pesquisa em nada afetara seu atendimento de rotina
(consulta com Mastologista), ofertada pelo SDM e que ja aconteceria independentemente de
sua participacdo ou nao na Pesquisa. Lembramos também, que, mesmo concordando em
participar da pesquisa inicialmente vocé também podera abandonar esse estudo a qualquer
momento ou retirar o seu consentimento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou
perda de seus direitos onde recebe atendimento médico.

Enderego do responsavel pela pesquisa —

Nome — LUIZ GONZAGA PORTO PINHEIRO

Instituicdo — GRUPO DE EDUCACAO E ESTUDO ONCOLOGICOS - GEEON
Endereco — RUA PAPI JUNIOR, 1511 — BAIRRO RODOLFO TEOFILO, 60441-700
Telefones para contato — (85) 3283-6700
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E-mail para contato — geeonagenda@yahoo.com.br

ATENCAO - Se vocé tiver alguma consideragio ou duvida, sobre a sua participagdo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teoéfilo, fone — 3366-8344. (Horario — 08 — 00-12 —
00 horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade
Federal do Ceara responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas
as pesquisas envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado , anos, RG
, declara que ¢ de livre e espontanea vontade que esta como
participante de uma pesquisa.

Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apos
sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteado, como também sobre a
pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo minhas davidas. E declaro, ainda,
estar recebendo uma via assinada deste termo.

Participante da Pesquisa
LUIZ GONZAGA PORTO PINHEIRO/ Pesquisador
DANIELLE PORTO PINHEIRO/ Pesquisadora

Testemunha (se Participante nao souber ler)

Profissional que aplicou 0 TCLE

Fortaleza, / /

Assinatura

Assinatura

Assinatura
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

) Plotaforma
W Bravil
UFC - UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa — Estudo da Patogénese do Papiloma Virus Humano (HPV) no Cancer de
Mama

Pesquisador — Luiz Gonzaga Porto Pinheiro Area Tematica —

Versao — 1 CAAE — 79596717.5.0000.5054

Instituicao Proponente — Departamento de Cirurgia

Patrocinador Principal — Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer — 2.396.348

Apresentac¢ao do Projeto —

Tipo de Estudo —  Estudo Caso-Controle Duragio do Estudo — 24 meses.
Critérios de Inclusao Serao convidadas a participar do estudo mulheres na faixa etaria de 30 a
50 anos. Os participantes preencherdao um questionario dos dados demograficos, clinicos
(incluindo ginecologicos), laboratoriais e comportamentais. Rotinas Diagnosticas nas Pacientes
Portadoras de Cancer de Mama (Grupo Caso) Exame ginecolégico, exame odontologico, exame
clinico das mamas. Realizagdo de mamografia, USG mamaria e abdominal, radiografia
panoramica odontologica, cintilografia 6ssea e radiografia de torax quando necessarias. Estudo
anatomopatologico da lesio mamaria com pesquisa de DNA-HPV em amostra e estudo
imunohistoquimico (genes RE, RP, Cerb-2, P53 e P16). Ser4 ainda obtido material de esfregago
de papila e, se presenca de lesoes papilares, podera ser realizado ainda coleta de material da
papila para histopatologico. Rotinas Diagnosticas nas Pacientes com Mamas Normais (Grupo
Controle) Exame ginecologico, exame odontologico com execucao de radiografia panoramica
e exame clinico das mamas. Mamografia para todas as pacientes e ultrassonografia mamaria
em casos selecionados. Sera obtido esfregaco de papila para pesquisa de DNA-HPV em
amostra. Coleta das amostras dos grupos Caso e coletadas no minimo seis (06) amostras clinicas
das pacientes do grupo caso, dos seguintes locais — 02 amostras de cavidade oral; 01 amostra
da lesao tumoral; 01 amostra de escovado de papila; 02 amostras ginecologicas. Amostras
extras poderao ser coletadas a dependéncia de lesoes orais identificadas

Endere¢o — Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro — Rodolfo Teofilo CEP — 60.430-275

UF — CE Municipio — FORTALEZA

Telefone — (85)3366-8344 E-mail — comepe@ufc.br
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UFC - UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA /
Continuagao do Parecer — 2.396.348

ao exame clinico, lesoes cervicais identificadas a colposcopia ou lesdes papilares suspeitas que
exijam histopatologico. Do grupo controle (pacientes com mamas normais), serao coletadas no
minimo cinco (05) amostras dos seguintes locais — 02 amostras em cavidade oral; 02 amostras
ginecologicas; 01 amostra de escovado de papila. Amostras extras poderao ser coletadas a
dependéncia de lesoes orais identificadas ao exame clinico ou lesdes cervicais identificadas a
colposcopia (ou lesoes papilares suspeitas que exijam histopatologico). Extragdo do DNA
genomico e Deteccao de HPV por PCR. O DNA de HPV sera extraido das amostras de raspado
da mucosa e/ou biopsia da lesao cavidade oral, sendo utilizado o DNeasyBlood&Tissue Kit
(Qiagen). O DNA obtido sera quantificado em espectrofotometro Nanodrop e depois mantido
a -20°C até o momento da PCR. A detec¢ao do HPV sera realizada por meio da técnica de
nested PCR multiplex descrita por Sotlar et al. (2004), utilizando um conjunto de iniciadores
que amplificam a regiao de consenso E6/E7 do HPV.Para isso, as amostras serdo analisadas
quanto a qualidade do DNA utilizando o padrao de amplificacdo do gene de proteina beta-
globina por meio da técnica de Rea¢ao em Cadeia de Polimerase (PCR Multiplex). A sequéncia
de 268pb sera amplificada com iniciadores PC04 e GH20 (Saiki et al.1986). Os produtos serao
separados em gel de agarose a 2% pela técnica de eletroforese.

Critério de Inclusao —
Pacientes do sexo feminino na faixa etaria de 30 a 50 anos.

Critério de Exclusao —

Serao excluidas do estudo as pacientes que se negaram a responder o questionario, previamente
vacinadas contra o0 HPV e que tenham realizado tratamento prévio do cancer de mama (cirurgia,
qguimioterapia e/ou radioterapia), cancer oral ou cabeca e pescogo (cirurgia e/ou radioterapia)
ou cancer de colo de utero (cirurgia e/ou radioterapia).

Objetivo da Pesquisa —

Objetivo Primario — Investigar a participacao do Papiloma Virus Humano (HPV) na patogénese
do Cancer de Mama em pacientes diagnosticadas no Grupo de Educagao e Estudos Oncologicos
(GEEON), buscando elucidar a provavel via de contaminagao da Mama.

Objetivo Secundario — 1. Relacionar os dados demograficos, clinicos, laboratérios e
comportamentais com a frequéncia e os tipos de HPV nos grupos estudados; 2. Caracterizar e
comparar por técnicas de genotipagem (técnica de PCR multiplex) as cepas de

Endere¢o — Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro — Rodolfo Teofilo CEP — 60.430-275

UF — CE Municipio — FORTALEZA

Telefone — (85)3366-8344 E-mail — comepe@ufc.br

Pagina 02 de 04



146

Qg

UFC - UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA /
Continuagao do Parecer — 2.396.348

HPV presentes nas amostras (oral, genital e de mama) de pacientes com e sem cancer de mama;
3. Estudar a correlagao entre o HPV identificado na Mama e o HPV presente em cavidades
orais e na genitalia feminina.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios —

Riscos —

Risco psicologico em caso de possivel diagnostico de canceres de mama e do colo uterino, de
descoberta de lesoes por HPV ou de genotipagem de cepas malignas do HPV. Nesses casos,
pacientes serdo encaminhadas ao Servigo de Psicologia existente na instituigao.

Beneficios —

As atuais evidencias entre a infeccao pelo virus do HPV e a fisiopatologia do cancer de mama
levantam ainda questdes de extrema importancia para a Saide Publica. O estudo da presenga
do HPV no tecido mamario e a sua correlagao com as cepas de HPV detectadas em outras
regidoes anatomicas, como cavidade oral e genitalia, ¢ de extremo valor por permitir o
entendimento da provavel via de contaminagao da papila mamaria. A semelhanga do que ja é
feito nas neoplasias de colo uterino este estudo podera abrir novas perspectivas quanto a
identificagao de lesdes mamarias induzidas pelo HPV, permitindo desenvolvimento de modelos
de prevengao primaria. Ressalta-se que os atuais modelos de prevengao primaria de canceres,
em sua maioria, tiveram grande importancia em reducao de morbimortalidade especifica, tempo
perdido de vida e gastos publicos relacionados a assisténcia. Diante do exposto, fica patente a
caréncia de melhores estudos sobre a historia natural do cancer de mama e sua correlagao com
0 HPV; a determinagdo da via de transmissao do HPV para as Mamas, que possibilite
desenvolver técnicas para prevengao do cancer de mama relacionado a este virus.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa —

A pesquisa ¢ relevante e atende as normas nacionais e internacionais relativas a pesquisa com
seres humanos, em especial a 466/12 do CNS.

Consideracoes sobre 0os Termos de apresenta¢ao obrigatoria —

Os termos foram devidamente apresentados.

Recomendacées —

Sem recomendagoes.

Conclusoaes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes —

Aprovado, s.m.j desse C.E.P.
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Consideracoes Finais a critério do CEP -

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados —
Tipo Documento

Informagdes Basicas do Projeto Declaragao de Pesquisadores Folha de Rosto
Projeto Detalhado / Brochura Investigador Outros

Orgamento

Declaragao de Instituicao e Infraestrutura Cronograma

Situacao do Parecer —

Aprovado

Arquivo

PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P ROJETO_934792.pdf
DECLARACAO_PESQUISADORES M ODELO_ASSINADO.pdf
FOLHA_DE_ROSTO.pdf

PROJETO.pdf

CARTA_APRECIACAO.PDF

ORCAMENTO_MODELO_ASSINADO.p df AUTORIZACAO_INSTITUCIONAL.PDF

CRONOGRAMA_MODELO_ASSINADO .pdf

Postagem

27/10/2017 17 — 32 — 16 27/10/2017 17 — 31 — 59 23/10/2017 19 — 29 — 48
23/10/2017 19 — 27 — 55

23/10/2017 18 — 48 — 15 23/10/2017 18 — 47 — 36 23/10/2017 18 — 47 — 17
23/10/2017 18 — 47 - 00

Autor

Luiz Gonzaga Porto Pinheiro

Situacao

Aceito

147

23/10/2017
TCLE.pdf | 19 — 28 — | Luiz Gonzaga Porto Pinheiro
55

TCLE / Termos de Assentimento /
Justificativa de Auséncia

Aceito

Necessita Apreciacao da CONEP —

Nao

FORTALEZA, 23 de Novembro de 2017

Assinado por —

FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA (Coordenador)

Endere¢o — Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro — Rodolfo Teéfilo CEP — 60.430-275

UF — CE Municipio — FORTALEZA

Telefone — (85)3366-8344 E-mail — comepe@ufc.br

Pagina 04 de 04



148

ANEXO B - COMPROVACAO DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO

Manuscript submitted to Case
Reports in Medicine

)

Hindawi

Dear Dr. Pinheiro,

Congratulations, the manuscript titled "HPV
infection and the link between male penile
and partner's breast cancer: a case report"
has been successfully submitted to Case
Reports in Medicine.

We will confirm this submission with all
authors of the manuscript, but you will be the
primary recipient of communications from the
journal. As submitting author, you will be
responsible for responding to editorial
queries and making updates to the
manuscript.

In order to view the status of the manuscript,
please visit the manuscript details page.

Thank you for submitting your work to Case
Reports in Medicine.





