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Ferreira LL. Comparação da prevalência do HPV-16 em pacientes com 

carcinoma espinocelular de boca e lesões potencialmente malignas bucais 

[tese]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual 

Paulista; 2017. 

RESUMO  

O papilomavírus humano (HPV) subtipo 16 é um fator de risco para o 

desenvolvimento do carcinoma espinocelular (CEC) de orofaringe. No entanto, 

o papel do mesmo na carcinogênese oral, bem como a associação com as 

lesões potencialmente malignas, permanece controverso. O objetivo deste 

estudo foi comparar a prevalência do HPV-16, em amostras de tecido fresco, 

obtidas de 27 pacientes com CEC oral, 37 pacientes com leucoplasia bucal, 24 

pacientes com líquen plano bucal (LPB) e 32 pacientes controle, 

correlacionando a presença do HPV com as variáveis clínico-patológicas em 

uma população da região noroeste do estado de São Paulo - Brasil. Realizou-

se a extração do DNA das amostras e a verificação da presença do HPV-16 

por meio da Real-Time Polymerase Chain Reaction. Todas as amostras foram 

negativas para o HPV-16 nos quatro grupos estudados. Conclui-se que a 

ausência do HPV-16 nas amostras de CEC bucal, leucoplasia e LPB indica que 

a infecção pelo mesmo não é comum e não representa um fator de risco 

importante na carcinogênese oral na população da região noroeste do estado 

de São Paulo - Brasil. 

Palavras-chave: Papillomavirus Humano 16; Reação em Cadeia da 

Polimerase em Tempo Real; Leucoplasia; Líquen Plano; Neoplasias Bucais. 



Ferreira LL. Comparison of the HPV-16 prevalence in patients with oral 

squamous cell carcinoma and oral potentially malignant disorders. [thesis]. 

Araçatuba: UNESP – São Paulo State University; 2017. 

ABSTRACT  

Human Papillomavirus (HPV), specially subtype 16, is a known risk factor for 

the oropharyngeal squamous cell carcinoma (SCC) development.  However, 

HPV role in oral carcinogenesis, as well as in potentially malignant oral lesions 

remains controversial. The goal of the present study was to compare the HPV-

16 prevalence, in fresh tissue samples obtained from 27 oral SCC patients, 34 

oral leukoplakia (OL) patients, 24 oral lichen planus (OLP) patients and 32 

control patients, correlating HPV presence with the clinicopathological variables 

in a population from northwest region of the Sao Paulo state - Brazil. DNA 

extraction was carried out and all samples were submitted to Real-Time PCR 

for HPV-16 DNA detection. We found that all fresh tissue samples of oral SCC, 

OL, OLP and oral normal mucosa were negative for HPV-16. We conclude that 

HPV-16 absence in oral SCC, OL and OLP samples indicates that its infection 

is uncommon and does not represent an important risk factor in oral 

carcinogenesis in the population from northwest region of the Sao Paulo state - 

Brazil. 

Keywords: Human papillomavirus 16; Real-Time Polymerase Chain Reaction; 

Leukoplakia; Lichen Planus; Mouth Neoplasms. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA* 

O câncer de boca envolve um grupo de lesões malignas que se 

desenvolvem nas mucosas da região dos lábios, assoalho de boca, língua, 

mucosa jugal, rebordo gengival, palato duro e trígono retromolar (Katsanos et 

al., 2015), sendo o carcinoma espinocelular (CEC) o tipo de câncer de boca 

mais comum; correspondendo a 90% de todos os casos (Swangphon et al., 

2017). O CEC de boca representa o sexto tipo de câncer mais comum em todo 

o mundo (Gupta and Gupta, 2015) e o quinto mais frequente em homens no 

Brasil (INCA, 2015).  

Muitos fatores de risco estão relacionados ao desenvolvimento do tumor, 

especialmente o consumo crônico do álcool e do tabaco, representando cerca 

de 75% de todos os casos de CEC bucal (Jiang and Dong, 2017). No entanto, 

a incidência do CEC de cabeça e pescoço, incluindo o CEC de boca, aumentou 

muito nos últimos anos, principalmente em pacientes não fumantes, o que 

sugere que outros fatores genéticos, ambientais e imunológicos contribuem 

para o seu desenvolvimento (Habbous et al., 2013; Guan et al., 2013; Jiang 

and Dong, 2017).  

O papilomavírus humano (HPV), especialmente o tipo de alto risco HPV-

16, é um fator de risco conhecido para o desenvolvimento do CEC de 

orofaringe, sendo atribuído a cerca de 40-90% dos casos (Sturgis et al., 2004; 

Javadi et al., 2017). Os tumores de orofaringe associados ao HPV têm sido 

considerados como um subgrupo distinto, apresentando um comportamento 

clínico e biológico distintos dos tumores HPV-negativos. (Guan et al., 2013; 

Benson et al., 2014; Ang et al., 2010). Tumores HPV-positivos apresentam um 

                                            
* Formatação de acordo com as normas do periódico Oral Diseases (ANEXO B) 
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melhor prognóstico em relação aos HPV-negativos, com taxas de sobrevida de 

5 anos em 75 a 80%, contra 45 a 50% para os pacientes com tumores HPV-

negativos (Ang et al., 2010). 

 Existem mais de 130 genótipos de HPV sequenciados em humanos, 

entretanto a maioria dos cânceres de cabeça e pescoço está associado a um 

único genótipo de HPV, o HPV-16, subtipo viral também associado aos 

cânceres anogenitais (Marur et al., 2010; Arirachakaran et al., 2013). No 

entanto, o papel do HPV no desenvolvimento do câncer de boca continua 

incerto, com taxas de detecção variáveis entre 0% e 80% em todo o mundo 

(Gupta and Gupta, 2015; Katsanos et al., 2015). 

O HPV também tem sido relacionado a uma série de lesões benignas 

bucais, sendo que estudos recentes têm buscado uma relação entre a 

presença do HPV e as lesões potencialmente malignas bucais (LPMB), com 

taxas variáveis de detecção nessas amostras (Prakash et al., 2013; Chen et al., 

2016). 

 LPMB são um grupo de lesões ou condições crônicas da mucosa bucal, 

caracterizadas pelo potencial de transformação maligna, podendo ser 

precursoras do CEC de boca. Entre as LPMBs estão a leucoplasia e o líquen 

plano bucal (LPB) (Khan et al., 2016). A leucoplasia bucal é a LPMB mais 

frequente. Os principais fatores de risco para o seu desenvolvimento são o 

consumo crônico de tabaco e álcool, os mesmos relacionados ao CEC de 

cabeça e pescoço (Holmstrup and Dabelsteen, 2016; Bhargava et al., 2016). 

Os resultados da detecção do HPV em leucoplasia bucais são controversos, 

Bhargava et al. (2016), utilizando a técnica de reação em cadeia da polimerase 

(PCR) em tempo real (Real-Time PCR) para o HPV-16 e HPV-18 não 
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encontraram a presença do vírus em nenhuma das amostras de tecido de 

leucoplasia bucal incluídos em seu estudo. De forma semelhante, Bhosale et 

al. (2016) não encontraram nenhuma amostra de leucoplasia positiva para o 

HPV, usando a associação das técnicas de Nested PCR (nPCR), hibridização 

in situ (ISH) e imuno-histoquímica da p16. Avaliando uma população brasileira 

Ferreira et al. (2017) detectaram a presença do vírus em 68,75% das amostras 

de tecido fresco obtidos de leucoplasia bucal por meio da técnica de nPCR. 

Também analisando amostras de tecido Cao et al. (2016) observaram a 

presença do HPV em 2,59% dos casos de leucoplasia. Sikka and Sikka (2014) 

verificaram a presença do vírus em 45% dos casos de leucoplasiane Ramya et 

al. (2017), utilizando a PCR, encontraram o HPV em 20% das amostras de 

tecido de leucoplasia bucal.  

O LPB é uma doença inflamatória crônica de origem autoimune, que 

pode afetar a pele e mucosas, com manifestações clínicas variáveis (Katsanos 

et al., 2015; Ma et al., 2016). O LPB é considerado uma desordem 

potencialmente maligna, no entanto, há controvérsias em relação à taxa de 

transformação maligna do LPB, tendo sido observada em menos de 2% dos 

pacientes em 10 a 15 anos de acompanhamento (Katsanos et al., 2015; Mattila 

et al., 2012). A etiologia e patogênese é ainda desconhecida e uma série de 

hipóteses moleculares têm sido descritas, incluindo a associação com o HPV 

(Mattila et al., 2012). A prevalência do HPV em lesões de LPB é duas vezes 

maior do que a encontrada em pacientes sem a lesão e a taxa de detecção do 

vírus varia de acordo com a região geográfica (Ma et al., 2016; Sahebjamiee et 

al., 2015). Arirachakaran et al. (2013) encontraram uma baixa prevalência 

(2,7%) do HPV em biópsias de LPB de pacientes tailandeses, enquanto 
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Sahebjamiee et al. (2015) encontraram a presença do vírus em 27,5% das 

amostras de LPB em uma população iraniana. Em estudos realizados em 

países europeus a taxa de detecção do HPV em amostras de LPB variaram 

entre 11,8% e 100% (Sahebjamiee et al., 2015). Um estudo italiano conduzido 

por Montebugnoli et al. (2014) evidenciou 10% de amostras de LPB positivas 

para o HPV por meio da Real-Time PCR, enquanto Mattila et al. (2012), 

utilizando a nPCR, encontraram 15,9% de pacientes com LPB HPV-positivos 

na Finlândia. Ambos os estudos utilizaram tecido parafinado. 

Essa grande variação nas taxas de detecção do HPV em LPMBs e no 

CEC bucal pode ser atribuída a diversos fatores, como as diferenças 

geográficas na população estudada, variação nos perfis dos pacientes 

incluídos nos estudos, tipo de material utilizado para a detecção, métodos de 

seleção e preparação das amostras; além dos diferentes métodos de detecção 

do HPV (Gupta and Gupta, 2015; Sahebjamiee et al., 2015). O papel do HPV 

na carcinogênese do CEC de boca, bem como sua associação com as LPMB 

ainda é controverso e são poucos os estudos realizados na população 

brasileira que detectaram o HPV-16 em pacientes com CEC de boca, 

leucoplasia bucal e líquen plano bucal. 
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2. PROPOSIÇÃO 

O objetivo deste estudo foi verificar a prevalência do HPV-16, por meio 

da Real-Time PCR, em amostras de tecido fresco de pacientes com CEC de 

boca, LPMB (leucoplasia e líquen plano bucal) e em pacientes controle; bem 

como correlacionar a ocorrência do vírus com as variáveis clínico-patológicas 

(sexo, idade, vícios e estadiamento) dos quatro grupos estudados, em uma 

população da Região Noroeste do Estado de São Paulo, Brasil.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia do Câmpus de Araçatuba (FOA) - UNESP, com o 

número de Processo FOA-01034/2011 e CAAE: 03876012.6.0000.5420 

(ANEXO A).  

A população do estudo foi composta por pacientes com CEC de boca, 

leucoplasia bucal, líquen plano bucal e pacientes-controle sadios, 

diagnosticados e tratados no Centro de Oncologia Bucal (COB), Unidade 

Auxiliar de Estrutura Simples da FOA-UNESP e na Disciplina de Estomatologia 

da mesma faculdade entre os anos de 2010 e 2015. Todos os pacientes foram 

informados a respeito do estudo e assinaram um termo de consentimento livre 

e esclarecido.  

Critérios de seleção  

Os seguintes critérios foram adotados para a inclusão dos participantes 

no estudo:  

Grupo 1: Pacientes com diagnóstico histopatológico de CEC de boca, 

matriculados no COB (FOA – UNESP);  

Grupo 2: Pacientes com diagnóstico definitivo de leucoplasia bucal.  

Grupo 3: Pacientes com diagnóstico definitivo de líquen plano bucal (LPB). 

Grupo 4: Voluntários sem câncer, leucoplasia bucal ou LPB que aceitaram 

participar do estudo e que possuíam necessidade de cirurgia bucal estética, 

como plástica gengival ou cirurgia pré-protética.  

Foram excluídas deste estudo pessoas que apresentavam qualquer tipo 

de infecção e febre no momento da coleta de material biológico, doença renal, 
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doenças autoimunes (Doença de Addison, Doença Celíaca, Dermatomiosite, 

Esclerose Múltipla, Miastenia Grave, Anemia Perniciosa, Artrite Reumatoide, 

Síndrome de Sjögren, Lúpus Eritematoso Sistêmico, Esclerodermia, Vasculite, 

Psoríase, Doença de Behçet), que estivessem em período gestacional, que 

tivessem tratado alguma neoplasia maligna e que fizessem uso de 

imunossupressores ou quimioterápicos.  

Coleta de dados e amostras 

Por meio de um formulário próprio foram colhidas informações dos 

prontuários dos pacientes referentes ao sexo, idade, localização das lesões, 

grau de diferenciação das mesmas, estadiamento clínico, consumo de tabaco e 

bebida alcoólica. 

Foram considerados tabagistas os indivíduos que fumaram regularmente 

durante alguma época da vida, mesmo aqueles que atualmente tinham 

abandonado o vício. Os não tabagistas foram aqueles que em nenhum 

momento da vida fizeram uso regular do fumo. Para a classificação de etilistas 

e abstêmios foram usados os mesmos critérios. 

A classificação TNM e o estadiamento clínico foram definidos de acordo 

com as recomendações preconizadas pelo Comitê Conjunto Americano para 

Estadiamento do Câncer (AJCC) para os pacientes do CEC (Grupo 1) (Lydiatt 

et al., 2017) (ANEXO C). Os estádios clínicos foram divididos em: estádio 

clínico inicial (estádios I e II) ou estádio clínico avançado (estádios III a IVc).  

O grau histológico dos CECs foi definido de acordo com a classificação 

proposta pela Organização Mundial de Saúde (OMS) em bem diferenciado 

(grau I), moderadamente diferenciado (grau II) ou pouco diferenciado (grau III). 

No grupo leucoplasia (grupo 2) os pacientes foram divididos de acordo com o 
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grau de displasia do epitélio em: ausência de displasia, displasia leve, 

moderada e severa. 

Depois de selecionados os casos que preencheram os critérios de 

seleção foram realizados os procedimentos para coleta de tecido: 

1. GRUPO 1: Realizaram-se biópsias das lesões com suspeita de CEC de 

boca e o fragmento obtido foi dividido em duas partes. Uma parte foi 

encaminhada para processamento histopatológico de rotina e outra foi 

congelada a -80°C para posterior exame de detecção do HPV. Não 

houve necessidade de aumentar a amplitude do procedimento cirúrgico, 

visto que somente 25 miligramas de material foram suficientes para a 

detecção do DNA. A remoção do fragmento bucal para análise molecular 

foi realizada de forma a não interferir na análise microscópica das 

margens cirúrgicas. 

2. GRUPOS 2 e 3: Foram realizadas biópsias ou exéreses de lesões e os 

fragmentos obtidos também foram divididos em duas partes.  

3. GRUPO 4 (CONTROLE): Realizou-se a coleta de tecido de forma 

semelhante ao descrito nos grupos anteriores. Os procedimentos 

cirúrgicos (cirurgia bucal estética ou cirurgia pré-protética) foram 

realizados independentemente da pesquisa, pois se configuraram como 

tratamento. 

Extração de DNA 

A extração de DNA das amostras foi realizada segundo as instruções do 

fabricante do kit de extração de DNA QIAamp® DNA mini kit (QIAGEN Ltd, 

Crawley, UK).  
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O DNA obtido de todas as amostras foi submetido à espectrofotometria 

(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). Todas as amostras confirmaram a presença de 

DNA e sua boa qualidade. O DNA extraído foi armazenado em freezer - 20°C 

até o momento da realização do processo de detecção do HPV-16 por meio da 

Real-Time PCR.  

Detecção do HPV-16 nas amostras de tecido por meio da Real-Time PCR 

A técnica da Real-Time PCR foi realizada utilizando-se o kit TaqMan® 

de reagentes de controle exógeno interno positivo (Life Technologies®) em 

conjunto com os ensaios TaqMan® inventoriados para o HPV-16 (Life 

Technologies®) e Taqman® Master Mix Universal (Life Technologies®). 

Seguindo as instruções do fabricante, para cada reação foi utilizado 10µl de 

Taqman® Master Mix Universal, 2µl de 10x Exo IPC Mix, 0,4µl de 50x Exo IPC 

DNA, 1 µl de ensaios TaqMan® de detecção do HPV-16 e 4,6µl de água 

deionizada, compondo o mix da PCR. Em cada poço foi adicionado 18µl do mix 

previamente confeccionado e 2µl de 10x Exo IPC Block ou 1x Tris-EDTA (TE) 

ou amostra. Nos três primeiros poços, colocou-se o Internal Positive Control 

Blocked (IPC blocked), nos três seguintes foi adicionado o controle negativo 

(amostra de TE) e nos demais foram adicionadas as amostras de DNA. No 

último poço foi adicionado o DNA extraído da linhagem de células SiHa (células 

de câncer cervical humano imortalizada com o vírus HPV-16), como controle 

positivo. A reação foi realizada em tempo padrão estipulado pelo equipamento 

Step-One Plus (Life Technologies®). 
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Análise estatística  

Os dados foram tabulados em planilha do Excel 2016 (Microsoft, 

Redmond, WA) e a análise estatística foi realizada utilizando o Software Epi 

Info 7 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA). Utilizou-se o 

Teste de Qui-Quadrado, com nível de significância de 5%, para comparação 

entre os grupos em relação às variáveis (sexo, idade, consumo de tabaco e 

álcool). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

 



34 

 

4. RESULTADOS 

Um total de 27 pacientes com diagnóstico de CEC de boca, 37 pacientes 

com diagnóstico de leucoplasia bucal, 24 pacientes com diagnóstico de LPB e 

32 pacientes-controle foram incluídos nesse estudo. 

 As idades médias dos pacientes que constituíram os grupos CEC (Grupo 

1), leucoplasia bucal (Grupo 2), LPB (Grupo 3) e controle (Grupo 4) foram de 

57,9 anos (21-88; desvio padrão de 12,64), de 58,7 anos (25-82; desvio padrão 

de 12,51), de 56,3 (43-72; desvio-padrão de 7,81), e de 57,5 (26-70; desvio 

padrão de 11,06) respectivamente. A comparação entre os grupos não mostrou 

diferença significante em relação à faixa etária (P = 0,9222) (Tabela 1).  Houve 

diferença significante em relação ao sexo (P <0,0001) (Tabela 1), uma vez que 

o grupo controle e LPB foram compostos, em sua maioria por mulheres (53,1% 

e 83,3%, respectivamente) em relação aos grupos CEC e leucoplasia bucal, 

onde a maioria dos pacientes foi do sexo masculino (85,2% e 64,9%, 

respectivamente) (ANEXO D - FIGURAS 1 e 2). 

Com relação à localização das lesões, no grupo 1 a área mais 

acometida pelo CEC foi a região de assoalho bucal (40,7%), seguida pela 

língua (25,9%), rebordo alveolar (18,5%), mucosa jugal (7,4%) e região 

retromolar (7,4%) (ANEXO D - FIGURA 3). No grupo de pacientes com 

leucoplasia (Grupo 2) as áreas mais acometidas foram: mucosa jugal (27%), 

semimucosa labial (16,2%), assoalho bucal (16,2%), borda lateral de língua 

(13,5%), rebordo alveolar (13,5%), ventre de língua (5,4%), dorso de língua 

(2,7%) e palato (2,7%) (ANEXO D - FIGURA 4). Nos casos de LPB, que 

constituem o grupo 3, a área mais acometida foi a mucosa jugal (83,3%), 

seguida pela borda lateral de língua (12,5%) e dorso de língua (4,2%) (ANEXO 
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D - FIGURA 5). Nos pacientes do grupo controle, as áreas onde foram 

removidos os fragmentos de tecido normal foram: mucosa jugal (34,4%), 

rebordo alveolar (31,3%), língua (9,4%), mucosa labial (6,3%), retrocomissura 

labial (6,3%), tonsilas (6,3%) e região retromolar (3,1%) (ANEXO D - FIGURA 

6).  

Quanto aos vícios, a comparação entre os grupos mostrou diferença 

estatisticamente significante para as variáveis álcool (P <0,0001) e tabaco (P 

<0,0001) (TABELA 1). A maioria dos pacientes que constituíram o grupo CEC 

e leucoplasia fumavam e bebiam em comparação com o grupo LPB e controle, 

onde esses vícios não se mostraram tão frequentes (ANEXO D - FIGURAS 7 E 

8). 

No grupo CEC (Grupo 1), 37% (10) dos pacientes se encontravam no 

estádio IV da doença, 22,2% (6) no estádio I, 22,2% (6) no estádio II, 18,5% (5) 

no estádio III. Os dados sociodemográficos dos pacientes dos grupos 1, 2, 3 e 

4 podem ser observados na Tabela 1. 

No grupo composto pelos pacientes com leucoplasia (Grupo 2), a 

maioria (75,7%) das lesões não apresentaram displasia celular, sendo 

observada presença da mesma em 24,3% (9) das amostras. Quanto aos tipos 

de lesões de LPB (Grupo 3), 45,8% eram do tipo atróficas-erosivas e 54,2% do 

tipo não atróficas.  

Todas as amostras foram submetidas ao ensaio de presença e ausência 

do HPV-16 através da Real-Time PCR. A presença do HPV-16 não foi 

detectada em nenhuma das amostras analisadas (Tabela 1). O internal positive 

control (IPC) funcionou em todas as reações, indicando que a reação ocorreu 

adequadamente (FIGURA 9 E ANEXO D – FIGURAS 10 E 11). 
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Tabela 1. Variáveis clínico-patológicas dos quatro grupos de pacientes do estudo. 

VARIÁVEIS CLÍNICO- PATOLÓGICAS 

VARIÁVEIS 
PACIENTES 

GRUPO 1 
PACIENTES 

GRUPO 2 
PACIENTES 

GRUPO 3 
PACIENTES 

GRUPO 4 
P valor 

 
(n=27) (n=37) (n=24) (n=32)  

 
n (%) n (%) n (%) n (%)  

PRESENÇA DO HPV-16 
    

 

HPV + 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)  

HPV -  27 (100) 37 (100) 24 (100) 32 (100)  

SEXO      

Masculino 23 (85,2) 24 (64,9) 4 (16,7) 15 (46,9) 
<0,0001* 

Feminino 4 (14,8) 13 (35,1) 20 (83,3) 17 (53,1) 

IDADE 
    

 

< 45 anos 3 (11,1) 5 (13,5) 2 (8,3) 5 (15,6) 

0,9222 45-60 anos 14 (51,9) 16 (43,2) 14 (58,3) 14 (43,8) 

> 60 anos 10 (37) 16 (43,2) 8 (33,3) 13 (40,6) 

TABACO 
  

  
 

Tabagistas 24 (88,9) 33 (89.2) 13 (54,2) 13 (40,6) 
<0,0001* 

Não tabagistas 3 (11,1) 4 (10.8) 11 (45,8) 19 (59,4) 

ÁLCOOL 
 

   
 

Etilistas 23 (85,2) 20 (54,1) 8 (33,3) 8 (25) 
<0,0001* 

Abstêmicos 4 (14,8) 17 (45,9) 16 (66,7) 24 (75) 

GRAU DE DIFERENCIAÇÃO ¥ 
 

   
 

Ausência de displasia ------ 28 (75,7) ------ ------  

Displasia leve ------ 7 (18,9) ------ ------  

Displasia moderada 

 

2 (5,4) ------ ------  

CEC bem diferenciado (grau I) 10 (43,5) ------ ------ ------  

CEC moderadamente diferenciado 
(grau II) 

13 (56,5)     ------     ------     ------  

¥4 pacientes do Grupo 1 não tinham informação do grau histopatológico  
 

ESTADIAMENTO CLÍNICO 
 

   
 

I 6 (22,25) ------ ------ ------  

II 6 (22,25) ------ ------ ------  

III 5 (18,5) ------ ------ ------  

IV 10 (37) ------ ------ ------  

CLASSIFICAÇÃO 
  

  
 

Inicial (I e II) 12 (44,4) ------ ------ ------  

Avançado (III a IVc) 15 (55,6) ------ ------ ------  

* Estatisticamente significante.  
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Figura 9. Resultado da Real-Time PCR para detecção do HPV-16 nas 

amostras de tecido dos pacientes com CEC (Grupo 1). Observa-se na última 

coluna uma amostra de SiHa para controle positivo.  
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5. DISCUSSÃO 

O HPV é fator causal conhecido do câncer de colo de útero e tem sido 

associado a diversos tipos de tumores de cabeça e pescoço, especialmente ao 

CEC de orofaringe (Wang et al., 2017). Em 90% dos casos, o tipo de HPV mais 

associado aos tumores de cabeça e pescoço é o HPV-16, no entanto a sua 

associação com a patogênese do CEC de boca e LPMB ainda é controversa 

(Chen et al., 2016; Wang et al., 2017).  

A taxas de detecção do HPV em LPMB e CEC têm variado 

significantemente em todo o mundo. Em uma revisão sistemática, Syrjänen et 

al. (2011) encontraram uma estreita relação entre o HPV, especialmente o 

HPV-16 e o CEC de boca e LPMB (leucoplasia, líquen plano bucal). Pierangeli 

et al. (2016) estudaram células exfoliadas bucais e encontraram o HPV em 

75% das amostras de LPB e em 33,3% das amostras de leucoplasia bucal em 

uma população italiana. Na população chinesa, a prevalência do HPV tem sido 

mais baixa. Em um estudo conduzido por Cao et al. (2016), utilizando captura 

híbrida, o HPV foi encontrado em 12,12% das amostras de LPB, em 2,59% das 

leucoplasias bucais e em 7,14% dos casos de CEC bucal. Por outro lado, Chen 

et al. (2016) observaram ausência do HPV-16 e HPV-18 em todas as amostras 

de tecido fresco de CEC de boca e LPMB estudadas, por meio da Real-Time 

PCR, mesmo método utilizado no presente estudo para a detecção do HPV. 

Um estudo conduzido por Anantharaman et al. (2017) mostrou uma 

heterogeneidade geográfica na prevalência do HPV em câncer de cabeça e 

pescoço. A maioria dos casos associados ao HPV-16 ocorreu nos Estados 

Unidos (59,3% dos casos de CEC de orofaringe e 10,6% para CEC de boca), 

seguido pela Europa (31,1% para CEC de orofaringe e 6,1% para CEC de 
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boca) e o menor número de casos associados ao HPV-16 ocorreram no Brasil 

(4,1% para CEC de orofaringe e nenhum de CEC de boca). Em outro estudo 

conduzido por Pinã et al. (2016), com CEC de tonsila, 75% dos casos 

estudados na Guatemala foram positivos para HPV-16 e HPV-18, enquanto 

nenhum dos casos do Brasil foram positivos para o HPV. Na Região Noroeste 

do Estado de São Paulo, Simonato et al. (2008) detectaram o HPV em 17,2% 

das amostras de tecido parafinado de CEC de assoalho bucal por meio da 

técnica de nPCR. Na mesma região geográfica, Soares et al. (2014) verificaram 

a presença do vírus em 32,4% dos pacientes com CEC de orofaringe, sendo 

que 16,6% foram positivas para o HPV-16 de alto risco, com a associação das 

técnicas de nPCR e ISH em amostras de tecido parafinado. No presente 

estudo, o HPV-16 foi ausente em todas as amostras de CEC de boca e LPMB, 

obtidas de uma população brasileira, no interior do Estado de São Paulo. 

Acredita-se que essa diferença nas taxas de detecção do HPV-16 pode ser 

explicada, em parte, pela diferença da população estudada. No presente 

estudo, a maioria dos pacientes são fumantes, etilistas e mais velhos, o que 

difere do perfil de pacientes HPV-positivos, que normalmente são pacientes 

jovens, com pouca exposição aos fatores de risco convencionais, sendo 

reconhecido como um fator de risco distinto dos CEC relacionados ao tabaco e 

álcool (Gupta and Gupta, 2015; Javadi et al., 2017). Dessa forma, concorda-se 

com Anantharaman et al. (2017) que as diferenças na prevalência do HPV-16 

entre as diferentes regiões geográficas podem ser explicadas por diferenças no 

consumo de tabaco e por uma idade mais elevada do grupo dos pacientes 

brasileiros. 
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Com relação aos grupos de pacientes com leucoplasia e LPB, as taxas 

de detecção do HPV-16 também têm variado. Bhosale et al. (2016) usaram 

associação da nPCR, ISH e imuno-histoquímica da p16 em amostras de tecido 

de leucoplasia e não encontraram nenhuma amostra positiva para o HPV. Por 

outro lado, Sikka and Sikka (2014) e Ramya et al. (2017), utilizando a PCR, 

encontraram o HPV em 45% e 20% das amostras de leucoplasia bucal, 

respectivamente. Saghravanian et al. (2015), também utilizando a PCR, não 

detectaram o HPV em nenhuma das amostras de leucoplasia bucal. Ferreira et 

al. (2017) avaliaram pacientes brasileiros e detectaram a presença do vírus em 

68,75% das amostras de tecido fresco dos pacientes com leucoplasia em 

comparação com 45,8% no grupo controle, por meio da técnica de nPCR. 

Utilizando captura híbrida em células exfoliadas bucais, Dalla Torre et al. 

(2015) encontraram 34% das amostras positivas para o HPV de alto risco e 

observaram uma forte associação entre o vírus e a leucoplasia. De forma 

semelhante ao presente estudo, Bhargava et al. (2016) utilizaram a Real-Time 

PCR para o HPV-16 e 18 e não encontraram a presença do vírus em nenhum 

dos casos de leucoplasia bucal. No atual estudo, o HPV-16 não foi encontrado 

em nenhuma das amostras de leucoplasia bucal. Dessa forma, acredita-se que 

a conclusão de Reed & Wahlquist (2015) de que o risco de ter uma leucoplasia 

bucal é 3 a 4 vezes maior em pacientes com infecção por HPV bucal de alto 

risco, não se aplica à população da Região Noroeste do Estado de São Paulo, 

Brasil. 

Em um estudo realizado por Montebugnoli et al. (2014), o HPV foi 

encontrado em apenas 10% (4/35) das amostras de LPB estudadas, sendo que 

apenas uma única amostra foi positiva para o HPV-16. De forma semelhante à 
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Mattila et al. (2012), que observaram a prevalência do HPV em 15,9% de 

lesões de LPB, no entanto apenas 8,5% (7/82) apresentavam infecção pelo 

genótipo de alto risco HPV-16. Sahebjamiee et al. (2015) encontraram a 

presença do vírus em 27,5% das amostras de LPB, sendo que 20% (8/40) 

eram positivas para HPV de alto risco 16 e 18, enquanto Arirachakaran et al. 

(2013) detectaram a presença do HPV em 2,7% dos LPB estudados. Viguier et 

al. (2015) encontraram o HPV em 50% (3/6) dos casos estudados de LPB 

erosivo, acreditando que exista uma ligação entre a patogênese do LPB e o 

HPV. Essa informação que contradiz os resultados do presente estudo, uma 

vez que nenhuma das amostras de LPB analisadas foi positiva para o HPV-16. 

Uma recente metanálise realizada por Ma et al. (2016) mostrou que lesões de 

LPB apresentam uma prevalência significativamente maior do HPV em 

comparação com os grupos controles. O HPV-16 foi o que mostrou associação 

mais forte, sendo que os autores também observaram que a correlação do 

HPV com o LPB variou significativamente entre as populações mundiais. Esse 

dado pode explicar a alta variação na prevalência do HPV no LPB, no entanto o 

motivo pelo qual isso ocorre é ainda desconhecido. Dessa forma, acredita-se 

que na população brasileira o HPV não desempenha um papel importante no 

desenvolvimento do LPB. 

Existe uma variedade de ensaios utilizados para a detecção do HPV, 

entre eles o PCR convencional, Real-Time PCR, hibridização in situ, imuno-

histoquímica, Western blot e Southern blot, com diferentes sensibilidades 

(Gupta and Gupta, 2015; Chen et al., 2016; Saghravanian et al., 2015). No 

presente estudo, utilizou-se o Real-Time PCR para a detecção do HPV-16, o 

mesmo utilizado em diversos outros estudos (Syrjänen et al., 2011; 
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Saghravanian et al., 2015; Sahebjamiee et al., 2015; Chen et al., 2016), por ser 

um método que apresenta sensibilidade de 92% e especificidade de 97% na 

detecção do HPV (Venuti and Paolini, 2012; Chen et al., 2016). Esse ensaio, 

também é capaz de genotipar o HPV associado aos casos (Venuti and Paolini, 

2012; Chen et al., 2016). Dessa forma, acredita-se que o método de detecção 

não foi um fator que tenha influenciado os resultados da presente pesquisa.  

Além do método utilizado, outro fator que pode interferir nos diferentes 

resultados entre os estudos é o tipo de material biológico e a qualidade da 

amostra utilizada (tecido fresco ou parafinado) (Syrjänen et al., 2011; Gupta 

and Gupta, 2015). A melhor fonte para a detecção do HPV é o tecido fresco, 

mesmo material que foi utilizado no presente estudo, uma vez que o HPV é um 

vírus que apresenta um tropismo pelas células epiteliais escamosas e a síntese 

de DNA viral e a expressão de genes virais estão ligados ao nível de 

diferenciação de queratinócitos basais (Gupta and Gupta, 2015).  Além disso, 

amostras parafinadas apresentam uma sensibilidade à detecção do HPV 

reduzida, devido à degradação do DNA e RNA causada pela impregnação com 

formalina. Logo, as amostras de tecido fresco congelado a melhor opção para a 

detecção do vírus (Venuti and Paolini, 2012; Gupta and Gupta, 2015; Wang et 

al., 2017). 

Com relação às variáveis clínico-patológicas, encontrou-se diferença 

significativa entre os grupos com relação ao sexo e aos vícios de consumo de 

tabaco e álcool. Os grupos de pacientes com CEC (Grupo 1) e leucoplasia 

(Grupo 2) foram compostos, em sua maioria, por pacientes do sexo masculino 

com histórico de consumo de tabaco e álcool. Esses dados conferem com os 

descritos na literatura, em que os principais fatores de risco para o 
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desenvolvimento do CEC bucal e da leucoplasia é o consumo do tabaco em 

sinergismo com a bebida alcoólica; especialmente em pacientes do sexo 

masculino (Sikka and Sikka, 2014; Gupta and Gupta, 2015; Javadi et al., 2017; 

Bhargava et al., 2016; Shaw and Beasley, 2016).  

Sabe-se que o perfil de pacientes HPV-positivo é de homens brancos 

jovens, com pouco ou nenhum contato com os fatores de risco convencionais 

(tabaco e álcool). Esse perfil está associado aos hábitos sexuais e número de 

parceiros ao longo da vida. Dessa forma, tumores de cabeça e pescoço HPV-

positivos são considerados um subgrupo distinto daqueles relacionados ao 

álcool e tabaco (Gupta and Gupta, 2015; Javadi et al., 2017). Os pacientes da 

presente pesquisa diferiram desse perfil e as lesões aqui estudadas estariam 

relacionadas ao consumo do tabaco e álcool e não à infecção pelo HPV-16.  

A leucoplasia é uma lesão potencialmente maligna que leva ao 

desenvolvimento do CEC de boca, uma vez que seus fatores de risco são 

muito semelhantes (Bhargava et al., 2016). Acredita-se, no presente estudo, 

que pelo fato do grupo de pacientes com leucoplasia ser formado, em sua 

maioria, por homens mais velhos, fumantes e etilistas, caso ocorresse 

transformação maligna; essa estaria relacionada ao tabaco e álcool e não à 

infecção pelo HPV-16. No entanto, em pacientes mais jovens, com pouco ou 

nenhum contato com os principais fatores de risco, o HPV pode ser um fator a 

ser considerado na patogênese da lesão. Outro fator importante, é que a 

grande maioria das lesões de leucoplasia incluídas no presente estudo não 

apresentava displasia, o que indica lesões com baixo potencial de 

malignização. Em uma revisão sistemática, Mehanna et al. (2009) observaram 

que o risco de transformação maligna da leucoplasia bucal aumenta 
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consideravelmente em lesões com alto grau de displasia (severo, carcinoma in 

situ). Novos estudos com uma população selecionada (formada por pacientes 

jovens, do sexo masculino, com pouco ou nenhum contato com álcool e 

tabaco) seriam necessários para ajudar a esclarecer o papel potencial do HPV 

nessas lesões. 

Em concordância com o descrito na literatura, as lesões de LPB 

ocorreram predominantemente no sexo feminino entre a quarta e sexta 

décadas de vida (Sahebjamiee et al., 2015; Munde et al., 2013). O consumo de 

tabaco e álcool não foi tão evidente no grupo de pacientes com LPB (Grupo 3),  

quanto nos outros dois grupos estudados (54,2% eram fumantes e 33,3% 

etilistas). Provavelmente, a menor proporção de fumantes e etilistas se deve ao 

fato de que a maioria dos pacientes desse grupo era do sexo feminino que, 

geralmente, apresentam menor propensão a esses vícios. Com relação à faixa 

etária, não houve diferença significativa entre os grupos estudados, sendo que 

a maioria dos pacientes que compuseram os grupos com lesões (Grupos 1, 2 e 

3) e o grupo controle (Grupo 4) apresentaram mais de 45 anos. Esses dados 

estão em concordância com o perfil de pacientes HPV-negativos descrito na 

literatura (Wang et al., 2017; Smitha et al., 2017; Chaturvedi, 2012), que são 

mais velhos, fumantes crônicos e do sexo masculino. 
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6. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados desse estudo, conclui-se que o HPV-16 

não foi prevalente e não representou um fator de risco importante para o 

desenvolvimento das LPMB e do CEC bucal na população da Região 

Noroeste do Estado de São Paulo, Brasil. 
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ANEXO A - APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA HUMANA 
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ANEXO C - CLASSIFICAÇÃO TNM TUMORES CAVIDADE BUCAL DE 

ACORDO COM A AJCC 

T - TUMOR PRIMÁRIO 

TX  Tumor primário não pode ser avaliado. 

T0 Não há evidência de tumor primário. 

Tis  Carcinoma in situ. 

T1 Tumor < 2 cm, < 5 mm de profundidade de invasão (DOI). 

T2 
Tumor < 2 cm com profundidade de invasão > 5 mm e < 10 mm ou tumor > 2 cm, mas 

< 4 cm e com profundidade de invasão < 10 mm.  

T3 Tumor > 4 cm ou qualquer tumor com profundidade de invasão > 10 mm.  

T4a 

Doença local moderadamente avançada: (lábio) tumor atravessa cortical óssea ou 
envolve o nervo alveolar inferior, assoalho bucal, ou pele da face (queixo ou nariz); 

(cavidade bucal) tumor invade apenas estruturas adjacentes (por exemplo, através do 
osso cortical da mandíbula ou maxila, ou envolve o seio maxilar ou a pele da face); 

Notar que a erosão superficial do osso/alvéolo (sozinho) por um tumor primário 
gengival não é suficiente para classificar um tumor como T4. 

T4b 
Doença local muito avançada; tumor invade espaço mastigador, placas pterigoideas, 

ou base do crânio e/ou ao redor da artéria carótida interna.  

N - LINFONODOS REGIONAIS 

NX Tumor primário não pode ser avaliado.  

N0 Ausência de metástase em linfonodos regionais.  

N 
Metástase em um único linfonodo ipsilateral, 3 cm ou menos em sua maior dimensão 

e extensão extranodal negativa.  

N2a 

Metástase em um único linfonodo ipsilateral ou contralateral com 3 cm ou menos em 
sua maior dimensão e extensão extranodal positiva ou metástase em um único 

linfonodo ipsilateral maior que 3 cm mas não superior a 6 cm em sua maior dimensão 
e extensão extranodal negativa.  

N2b 
Metástase em múltiplos linfonodos ipsilaterais, nenhum deles com mais de 6 cm em 

sua maior dimensão e extensão extranodal negativa.  

N2c 
Metástase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm 

em sua maior dimensão e extensão extranodal negativa.  

N3a 
Metástase em um linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensão e extensão 

extranodal negativa.  

N3b 
Metástase em um único linfonodo ipsilateral com mais de 3 cm em sua maior 

dimensão e extensão extranodal positiva; ou metástase em múltiplos linfonodos 
ipsilaterais, contralaterais ou bilaterais, com qualquer extensão extranodal positiva.  

M - METÁSTASE À DISTÂNCIA 

MX A presença de metástase à distância não pode ser avaliada.  

M0 Ausência de metástase à distância.  

M1 Metástase à distância.  
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GRUPAMENTO POR ESTÁDIOS 

Estádio 0 Tis N0 M0 

Estádio I T1 N0 M0 

Estádio II T2 N0 M0 

Estádio III T1, T2 N1 M0 

T3 N0, N1 M0 

Estádio IVa T1, T2, T3 N2 M0 

T4a N0, N1, N2 M0 

Estádio IVb Qualquer T N3 M0 

Estádio IVc T4b Qualquer N M0 

Qualquer T Qualquer N M1 
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ANEXO D – MATERIAL SUPLEMENTAR  

FIGURAS 

 

Figura 1- Número de pacientes de acordo com a faixa etária e a idade média 

dos quatro grupos estudados. 

 

Figura 2- Frequência de pacientes do sexo feminino e masculino nos quatro 

grupos estudados. 
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Figura 3- Regiões acometidas pelas lesões de CEC de boca (Grupo 1). 

 

Figura 4- Regiões acometidas pelas lesões de leucoplasia bucal (Grupo 2). 
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Figura 5- Regiões acometidas pelas lesões de líquen plano bucal (Grupo 3). 

 

Figura 6- Locais da remoção dos fragmentos de tecido do Grupo Controle 

(Grupo 4). 
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Figura 7. Proporção do número de tabagistas em cada um dos grupos 

estudados. 

 

Figura 8. Número de etilistas em cada um dos grupos estudados.  
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Figura 10. Resultado da Real-Time PCR para detecção do HPV-16 nas 

amostras de tecido dos pacientes dos Grupos 2 e Controle (Grupo 4). 
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Figura 11. Resultado da Real-Time PCR para detecção do HPV-16 nas 

amostras de tecido dos pacientes do Grupo 3. 

 


