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Abstract
Introduction: Many epidemiological studies have suggested that human papillomavirus (HPV), 
especially type 16, is involved in the genesis of squamous cell carcinoma of the oral cavity and 
oropharynx, especially in young, non-smoking patients; thus, its detection in lesions in this re-
gion is important.
Objective: To clarify the capacity of the brushing sampling method to detect the presence of 
HPV in oral or oropharyngeal lesions through polymerase chain reaction (PCR) testing, and to 
compare the results with those obtained by biopsy.
Methods: Prospective study of adult patients with oral or oropharyngeal lesions assessed by 
PCR, comparing biopsy specimens with samples obtained by the brushing method. The study 
was approved by the Research Ethics Committee of the institution.
Results: A total of 35 sample pairs were analyzed, but 45.7% of the brushing samples were inad-
equate (16/35) and, thus, only 19 pairs could be compared. There was agreement of results in 
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94.7% (18/19) of the pairs, with HPV identified in 16 of them. HPV DNA was detected 
in 8.6%(3/35) of biopsy and 5.7% (2/35) of brushing samples.
Conclusion: There was no statistically significant difference between the two methods, but the 
brushing sampling method showed a higher number of inadequate samples, suggesting that it is 
an unreliable method for surveillance.
© 2015 Associação Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by  Elsevier 
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY- license (https://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/).

Estudo comparativo entre biópsia e escovado na pesquisa do papilomavírus humano 
em lesões de cavidade oral e de orofaringe

Resumo
Introdução: Muitos estudos epidemiológicos indicam a participação do papilomavírus humano, 
especialmente o tipo 16, na carcinogênese dos tumores espinocelulares das cavidade oral e oro-
faríngea, principalmente em jovens e não fumantes, sendo portanto importante sua detecção 
nas lesões desta região.
Objetivo: Elucidar a habilidade do escovado em detectar o papilomavírus humano, pela reação 
em cadeia da polimerase, nas lesões orais e orofaríngeas, comparando os resultados com os 
obtidos por biópsia.
Método: Estudo prospectivo de pacientes com lesões orais e orofaríngeas, pela reação em ca-
deia da polimerase, no qual foram pareados os resultados de amostras obtidas por escovado e 
por biópsia. A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da instituição.
Resultado: Foram analisados 35 pares de amostras, porém estavam inapropriadas para análise 
45,7% (16/35) das amostras obtidas por escovado, e portanto, somente 19 pares puderam ser 
comparados. Em 94,7% dos pares houve concordância dos resultados, sendo encontrado o papi-
lomavírus humano − 16 em um destes pares. O ácido desoxirribonucleico do papilomavírus hu-
mano foi detectado em 8,6% (3/35) das biópsias e em 5,7% (2/35) dos escovados.
Conclusão: Não houve diferença estatística entre os métodos, mas como houve um grande nú-
mero de amostras obtidas por escovado inapropriadas, este parece não ser confiável para o 
rastreamento.
© 2015 Associação Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por 
 Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob a licença CC BY (https://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/deed.pt).

Introdução

O carcinoma espinocelular (CEC) constitui mais de 80% dos 
carcinomas da boca e da orofaringe, e a sua incidência vem 
aumentando nos últimos trinta anos na região da cabeça e do 
pescoço, especialmente em pacientes não fumantes e com 
idade inferior a 45 anos.1-4 Syrjänen et al. (1983), em analo-
gia ao carcinoma de colo uterino, foram os primeiros a suge-
rir que o papilomavírus humano (HPV) também poderia estar 
envolvido nesta carcinogênese e, desde então, muitas pes-
quisa têm sido feitas para conhecer a prevalência do HPV na 
boca e na orofaringe, tanto em pacientes com lesão, quanto 
naqueles sem lesão.1,2,5,6

Pelo exposto, parece ser importante para a prevenção dos 
CEC da região da cabeça e do pescoço estabelecer uma forma 
de rastreamento acessível e confiável da infecção clínica ou 
subclínica pelo HPV de alto risco nas mucosas oral e orofarín-
gea. Os métodos de detecção do HPV nos CEC da boca e da 
orofaringe têm grandes variações na sensibilidade e na espe-
cificidade, com a prevalência oscilando entre 0 e 78%, por isso 
é muito importante a escolha de um método que possua alta 
sensibilidade e especificidade para a detecção do HPV. 

Atualmente, a metodologia mais utilizada é a hibridização 
reversa utilizando primers degenerados marcados com bio-
tina, presentes em kits comerciais que permitem a genoti-
pagem da maioria dos tipos de HPV de alto e baixo riscos. 
São muitos os aspectos que podem interferir na detecção 
viral, tais como: localização da lesão, presença ou não 
de queratinização, tipo de amostra colhida e procedimento 
de colheita (forma de colher, de conservar e de extrair a 
amostra), além dos métodos utilizados na detecção.2,7-9

Para a obtenção de material de lesões bucofaríngeas, a 
biópsia continua sendo o procedimento mais usado pelos 
pesquisadores, pois, além de ser um material que permite 
estudo morfológico mais detalhado, possibilita a recuperação 
das células da camada basal onde o HPV poderia estar pre-
sente na forma latente.3,10 Entretanto, trata-se de um méto-
do relativamente caro, já que depende da presença de um 
médico e de aparatos cirúrgicos, que nem sempre estão dis-
poníveis na unidade de atendimento. 

Este trabalho teve por objetivo verificar, por meio da téc-
nica de reação em cadeia da polimerase e hibridização re-
versa em linhas, a concordância do achado do HPV em 
material colhido por escovado e por biópsia de lesões de boca 
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O estudo estatístico deste trabalho foi descritivo, com o 
auxílio de medidas de localização e com resultados apre-
sentados em uma tabela. Para variáveis quantitativas, foi 
utilizado o teste “z”. A hipótese nula (Ho) foi não haver di-
ferença significativa entre as duas proporções, para um nível 
de significância de 0,05. O programa XLSTAT 2013.4.02 foi 
usado para testar as duas proporções, com avaliação unila-
teral à direita, em um intervalo de confiança de 95% para a 
diferença entre as proporções.

O levantamento bibliográfico foi realizado na internet, 
usando as bases de dados da US National Library of Medicine 
National Institutes of Health (PubMed) e da Biblioteca Virtual 
em Saúde (Lilacs), sendo usados os seguintes descritores de 
assunto: polymerase chain reaction, human papillomavirus, 
oral mucosa, oropharyngeal mucosa, oropharynx, detection, 
brushing e biopsy.

Resultado

Foram estudados 35 indivíduos, sendo 26 homens e nove mu-
lheres, numa relação aproximada de 3:1 de homens e mulhe-
res. A idade variou de 37 a 77 anos, com média de 54 anos. 
Todos se autodeclararam heterossexuais. Com relação aos 
hábitos sociais, 11 (31,4%) nunca haviam consumido bebidas 
alcoólicas regularmente, 18 (51,4%) não consumiam mais e 
6 (17,1%) ainda mantinham o hábito; 4 (11,4%) nunca haviam 
fumado, 11 (31,4%) eram ex-tabagistas e 20 (57,1%) eram 
tabagistas.

Em 21 (60%) das 35 lesões foi identificado o CEC (21/35), 
e destes, 15 (71,4%) eram moderadamente diferenciados 
(15/21), 3 (14,3%) bem diferenciados (3/21) e 3 (14,3%) pou-
co diferenciados (3/21). Das demais (14/35), em 5 (35,7%) 
foi feito o diagnóstico anatomopatológico de papilomatose; 
em 3 (21,4%) de papilomas escamosos; em 3 (21,4%) de pro-
cessos inflamatórios crônicos ulcerados; em 2 (14,3%) de 
linfomas; e 1 (7,2%) de pólipo fibroepitelial.

Quanto à localização, 10 (28,6%) eram de língua, sendo 6 
da base; 9 (25,7%) de tonsila palatina; 7 (20%) de palato 
mole; 3 (8,6%) de mucosa da bochecha; 2 de assoalho bucal 
(5,7%) e 1 (2,9%) nas seguintes localizações: pilar anterior, 
úvula, lábio inferior e mucosa de orofaringe.

Todas as amostras obtidas por biópsia tiveram 100% de po-
sitividade para a b-globina; em contrapartida, nas amostras 
por escovados a positividade foi de 54,3% (19/35). Foram com-
parados os 19 pares, sendo que em 18 houve concordância nos 
achados pela presença ou não de DNA do HPV. Nas amostras 
por biópsia houve positividade para o DNA do HPV em três 
lesões, o HPV-16 em um mesmo paciente do escovado, além 
do HPV-6 em um paciente com linfoma de base de língua e o 
HPV-11 em um papiloma de orofaringe, e no escovado, o DNA 
do HPV foi isolado pelo escovado em dois casos de CEC mode-
radamente diferenciado de tonsila palatina (tabela 1). 

Análise estatística

Das 35 amostras pelo escovado, apenas 19 foram analisadas 
– aquelas que eram positivas na reação de b-globina – e, 
dentre elas, duas eram positivas para o HPV (2/19), com uma 
proporção de 0,105263. Já as amostras de tecido obtiveram 
100% de positividade para a b-globina, sendo três positivas 
para o HPV, com uma proporção de 0,085714. Em apenas um 

e de orofaringe, testando a viabilidade do método do esco-
vado para a colheita de material de lesão de boca e de oro-
faringe.

Método

Estudo prospectivo em corte transversal de 35 voluntários 
com lesão de boca ou de orofaringe que tivesse indicação de 
biópsia, atendidos consecutivamente num ambulatório de 
otorrinolaringologia de um hospital geral, no período de abril 
a dezembro de 2012, que preenchessem os critérios de in-
clusão (indivíduos com mais de 21 anos de idade, com lesão 
branca ou vermelha, vegetante, infiltrativa e/ou ulcerada de 
cavidade bucal ou orofaríngea com mais de 15 dias de dura-
ção) e de exclusão (contraindicação clínica para o procedi-
mento cirúrgico e uso de antivirais). Foram comparados os 
resultados da pesquisa do HPV no material obtido por esco-
vado e por biópsia de uma mesma lesão. 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
em Seres Humanos, cadastrado sob o nº 192/09. Os pacientes 
selecionados assinaram um termo de consentimento livre e 
esclarecido e responderam a um questionário sobre dados 
epidemiológicos, antes de serem submetidos à colheita do 
material, como idade, gênero, consumo de tabaco e de be-
bidas alcoólicas, total de parceiros sexuais durante toda a 
vida e nos últimos seis meses, tipo de parceiro, tempo de 
lesão e localização.

A colheita das amostras biológicas foi realizada por um 
mesmo profissional, em ambiente cirúrgico, com técnicas de 
assepsia e anestesia infiltrativa locorregional com lidocaína 
a 1%. A colheita do material se iniciava pelo escovado, esfre-
gando-se na lesão uma escova Cytobrush® Plus em três mo-
vimentos para frente e para trás, seguida pela biópsia com 
lâmina de bisturi, evitando-se as áreas de necrose e, quando 
possível, era incluído tecido adjacente à lesão. 

A escova com o material era conservada em um criotubo 
contendo solução salina aquosa a 0,9%, que foi imediatamen-
te congelado em tambor com nitrogênio líquido a menos 
170 ºC. Em seguida foi procedida a biópsia, e o material divi-
dido em três fragmentos: o primeiro foi colocado em solução 
aquosa tamponada de formaldeído a 10%, para estudo anato-
mopatológico; o segundo foi destinado a esta pesquisa; e o 
terceiro ao Biobanco. Os fragmentos eram acondicionados em 
criotubos distintos e secos, sendo prontamente congelados no 
mesmo tambor. Todas as amostras foram transportadas juntas 
até o freezer, permanecendo congeladas a menos de 80 ºC, 
até serem processadas pelo Laboratório de Biologia Molecular.

As amostras foram processadas de acordo com as normas de 
biossegurança vigentes. Para a extração do DNA utilizou-se 
método in house, onde a amostra foi digerida com proteinase
-K, seguida por uma purificação com fenol:clorofórmio:álcool 
isoamílico (25:24:1 Invitrogen) e quantificadas em espectro-
fotômetro Nanodrop1000 (Thermo scientific).

A qualidade do DNA obtido foi assegurada realizando-se a 
PCR de b-globina humana com os iniciadores PCO3/PCO4 com 
aplicon de 110 pb (Saiki et al., 1995). Tanto as amostras 
positivas como negativas para b-globina humana foram ge-
notipadas utilizando-se o kit de hibridização Linear Array 
(Roche Diagnostics), que permite a identificação de 37 tipos 
de HPV de alto e baixo riscos através da hibridização reversa 
em linhas.
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entre as proporções foi de 0,020, o z (valor observado) foi 
de 0,230, com z (valor crítico) de 1,645 e p-valor (unilateral) 
de 0,409, concluindo, assim, que não houve diferença esta-
ticamente significante entre a proporção de HPV nos dois 
tipos de amostras. 

par de amostras positivas houve concordância com a genoti-
pagem do correspondente escovado. O programa XLSTAT 
2013.4.02 foi usado para testar as duas proporções. No teste 
z para as duas proporções, foi feita a avaliação unilateral à 
direita, com um intervalo de confiança de 95%. A diferença 

Tabela 1 Características das amostras e resultados obtidos pela PCR do gene b-globina, detecção do DNA viral, genotipagem 
pela hibridização em linha do material obtido por escovado e por biópsia

Caso Características das lesões Amostras de escovado Amostra de tecido

b-globina DNA HPV b-globina DNA HPV

1 CEC de língua Sim Não Sim Não

2 CEC de tonsila palatina Sim Não Sim Não

3 CEC de mucosa bucal Sim Não Sim Não

4 CEC de tonsila palatina Sim HPV-52 Sim Não

5 Processo inflamatório ulcerado de tonsila palatina Sim Não Sim Não

6 Papilomatose de mucosa jugal Sim Não Sim Não

7 CEC de base de língua Sim Não Sim Não

8 Processo inflamatório ulcerado de soalho bucal Não Não Sim Não

9 Linfoma de Hodgkin de base de língua Não Não Sim HPV-6

10 CEC de tonsila palatina Não Não Sim Não

11 Papilomatose de palato mole Não Não Sim Não

12 Papilomatose de palato mole Não Não Sim Não

13 CEC de soalho de boca Não Não Sim Não

14 CEC de lábio inferior Não Não Sim Não

15 CEC de base de língua Não Não Sim Não

16 Processo inflamatório ulcerado de mucosa jugal Não Não Sim Não

17 CEC de língua Sim Não Sim Não

18 Papilomatose de palato mole Não Não Sim Não

19 Papilomatose de tonsila palatina Não Não Sim Não

20 CEC de base de língua Não Não Sim Não

21 Papiloma escamoso de orofaringe Não Não Sim HPV-11

22 Linfoma não Hodgkin de tonsila palatina Sim Não Sim Não

23 CEC de palato mole Sim Não Sim Não

24 CEC de língua Sim Não Sim Não

25 CEC de tonsila palatina Não Não Sim Não

26 CEC de tonsila palatina Sim Não Sim Não

27 CEC de tonsila palatina Sim HPV-16 Sim HPV-16

28 CEC de base de língua Sim Não Sim Não

29 Papiloma escamoso de língua Não Não Sim Não

30 Pólipo fibroepitelial de palato mole Sim Não Sim Não

31 Papiloma escamoso de pilar anterior Sim Não Sim Não

32 CEC de úvula Sim Não Sim Não

33 CEC de palato mole Sim Não Sim Não

34 CEC de língua Sim Não Sim Não

35 CEC de palato mole Não Não Sim Não

CEC, carcinoma espinocelular; DNA-ácido, desoxirribonucleico; HPV, papilomavírus humano.
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Mesmo que a colheita do escovado tenha sido feita de 
forma padronizada, seguindo protocolos previamente esta-
belecidos, 45,7% (16/35) estavam inadequadas para a pes-
quisa do HPV, sugerindo uma baixa sensibilidade do método 
de colheita, ou por uma incapacidade da escova destinada à 
colheita ginecológica em obter material das lesões de boca 
e de orofaringe, ou porque o meio em que foram colocadas 
não foi capaz de preservá-las. Talvez a escolha de soluções 
de fixação e de preservação da amostra na escova, como a 
solução PreservCyt®,2 a solução de Digene®29 e a solução sa-
lina tamponada com fosfato (PBS),2,15,26,29-31 possa deixar as 
amostras em melhores condições para exame citológico do 
que aquelas que foram acondicionadas em solução salina, 
como foi utilizado nessa pesquisa. A comparação entre as 
soluções de fixação do material de boca e de orofaringe na 
escova poderia esclarecer esta dúvida.

Os resultados desta pesquisa apontam para a participação 
do HPV em lesões de cavidade oral e orofaríngea, porém, são 
necessários mais estudos para detalhamento do método de 
colheita, com investimento em kits específicos para detecção 
de células escassas, o que permitirá um maior rastreamento 
do HPV nessas lesões orais e orofaríngeas relacionadas com 
o HPV, com melhora na prevenção e no tratamento.

Conclusões

Não houve diferença estatística entre os métodos do escova-
do e da biópsia para detecção do DNA viral nas lesões de boca 
e de orofaringe, mas o grande número de amostras inade-
quadas obtidas por escovado sugere haver uma fragilidade 
desse método na obtenção de amostras deste tipo lesão. 
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