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RESUMO

A forma mais prevalente de cancer em boca é o carcinoma de células escamosas
oral (CCEO), que representa em torno de 90% das neoplasias malignas orais e, entre 0s
multiplos fatores de risco relacionado a etiologia viral, o papilomavirus humano (HPV)
é o virus mais comumente citado na literatura como envolvido na carcinogénese oral.
Este trabalho prop6s-se avaliar a presenca do HPV em casos de CCEO diagnosticados
na Fundacdo Centro de Controle de Oncologia — FCECON no periodo de agosto de
2009 a fevereiro de 2010. Trata-se de um estudo descritivo transversal analitico no qual
foram analisadas variaveis de exposicdo e o resultado da Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) para deteccdo do HPV. Foram incluidas no estudo 31 amostras com
confirmacdo histopatologica de CCEO, as quais foram amplificadas por PCR para
deteccdo do HPV utilizando iniciadores que amplificam a regido L1 do capsideo viral.
A amplificagéo inicial utilizou os iniciadores degenerados MY09 e MY 11, seguindo-se
Nested PCR com os iniciadores GP5 e GP6, que geram um fragmento amplificado de
450 pb e 150 pb, respectivamente. A populacdo estudada apresentou o tipico fisico da
epidemiologia do cancer bucal, sendo constituida principalmente por homens, com
média de idade superior a 59 anos. Quando se analisou o habito de fumar e etilismo
crénico verificou-se que 77,8% eram fumantes e relatavam etilismo crénico. Das 31
amostras, 29% (9/31) foram positivas para 0 DNA do HPV, no qual as mesmas
apresentaram uma predominancia para o tamanho da lesdo extensa. Observou-se
também, que dentre 0s 6 casos de lesdes no dorso da lingua, 3 foram HPV-positivas, e
dentre os 5 casos de lesGes no soalho bucal, 2 casos foram relatados a presenca do
Papilomavirus. Portanto, acredita-se que com o avanco da tecnologia, a deteccdo do
HPV tornou-se cada vez mais precisa, permitindo correlacionar o virus ao
desenvolvimento neoplésico. No entanto, ainda estd longe de se poder estabelecer com
precisdo o real papel desse virus no cancer bucal, uma vez que a presenca de diversos
carcinégenos agindo simultaneamente, impeca concluir com mais precisdo sua acao
carcinogénica.

Palavra-chave: Carcinoma de células escamosas oral (CCEQ); Papilomavirus

Humano (HPV); Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).



ABSTRACTS

The most prevalent form of cancer in the mouth are squamous cell carcinoma
(OSCC), which represents around 90% of malignant neoplasms and oral, among the
multiple risk factors related to viral diseases, human papillomavirus (HPV) is the
viruses most commonly cited in the literature as involved in oral carcinogenesis. This
study aimed to evaluate the presence of HPV in cases of OSCC diagnosed in the
Foundation Center of Oncology - FCECON from August 2009 to February 2010. This
is a cross-sectional analytical study that analyzed the exposure variables and outcome of
the Polymerase Chain Reaction (PCR) for detection of HPV. This study included 31
samples with histopathological confirmation of OSCC, which were amplified by PCR to
detect HPV DNA using primers that amplify the L1 region of the viral capsid. The
initial amplification used the degenerate primers MYQ09 and MY11, followed by nested
PCR with GP5 and GP6, which generate an amplicon of 450 bp and 150 bp,
respectively. The study population had the typical physical epidemiology of oral cancer,
which consists primarily of men, average age over 59 years. When we analyzed the
habit of smoking and chronic alcohol abuse was found that 77.8% were smokers and
reported chronic alcoholism. Of the 31 samples, 29% (9 / 31) were positive for HPV
DNA, in which they showed a predominance for the size of an extensive injury. It was
also noted that among the 6 patients with lesions in the tongue, three were HPV-
positive, and among the five cases of lesions in the mouth floor, two cases were
reported the presence of papillomavirus. Therefore, it is believed that with the
advancement of technology, HPV detection has become increasingly precise, allowing
the virus to correlate to tumor development. However, it is still far from being able to
establish accurately the true role of this virus in oral cancer, since the presence of
several carcinogens acting simultaneously, prevent the conclusion more precisely its
carcinogenic action.

Keyword: Squamous cell carcinoma (OSCC), Human Papillomavirus (HPV)
Polymerase Chain Reaction (PCR).
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1. INTRODUCAO

O céancer tem sido grande alvo de estudos e investigacdes cientificas, dentro da
patologia oral, por ser importante causa de morbidade e mortalidade em todo mundo,
apesar da distribuicdo geografica ser varidvel nos continentes. De acordo com o
Instituto Nacional do Céancer do Brasil, em previséo para o ano de 2006 e considerando
as diversas localizagcdes de neoplasias malignas, estima-se cerca de 10.060 novos casos

no sexo masculino e 3.410 no sexo feminino para o cancer oral (BRASIL, 2006).

A forma mais prevalente de cancer em boca é o carcinoma de células escamosas
oral (CCEQ), que representa aproximadamente 90% das neoplasias malignas orais e
cerca de 38% dos tumores malignos da cabeca e pescoco (COSTA et al., 2000). Apesar
dos grandes avancos e descobertas, 0 prognostico desse tipo de cancer ainda é pobre,
com taxa de sobrevida estimada de 56% em cinco anos (KADEMANI et al., 2005).

O carcinoma de células escamosas oral, também chamado de carcinoma de
células escamosas oral, atinge mais homens do que mulheres, apesar da propor¢do sexo
masculino: feminino estar declinando, sendo esta de aproximadamente 2:1 (REGEZI,
SCIUBBA, 2000). A maioria dos casos ocorre na faixa etaria acima dos 50 anos, e 0s
principais sitios de acometimento s&o a lingua e o l&bio inferior (NEVILLE et al., 2004;
COSTA, ARAUJO JUNIOR, RAMOS, 2005).

Multiplos fatores de risco estdo envolvidos para o desenvolvimento do CCEO.
N&o ha um agente ou fator causador isolado, claramente definido ou aceito, mas tanto
fatores extrinsecos quanto intrinsecos podem estar em atividade. Fatores intrinsecos
como alteracdes genéticas, deficiéncias nutricionais e imunossupressao; e fatores
extrinsecos como raios solares, fumo, alcool, e alguns virus tém sido apontados como
possiveis agentes etiologicos (BOUDA et al., 2000; UOBE et al., 2001; VENTURI et
al., 2004). Com relacgdo a etiologia viral, o papilomavirus humano (HPV) é o virus mais
comumente citado na literatura como envolvido na carcinogénese oral (MILLER,
JOHNSTONE, 2001; SCULLY, 2005).

Os trés maiores estimulos carcinogénicos, dentre esses 0s agentes quimicos
(fumo e alcool), fisicos (radiacéo) e infecciosos (virus oncogénicos) podem modificar a
estrutura dos genes por produzirem mutacdo de ponto, delecdo ou insercdo,

promovendo, por conseguinte multiplas alteraces no genoma. O acUimulo dessas



alteracdes genéticas, incluindo ativacdo ou supressao de oncogenes e genes supressores
tumorais, leva ao desequilibrio no ciclo celular gerando danos ao DNA celular e a perda
do controle do ciclo de divisdo da célula, favorecendo uma instabilidade genética
(NAGPAL, DAS, 2003).

Embora o fumo e o alcool sejam fatores etioldgicos bem estabelecidos na
carcinogénese oral, apenas um pequeno nimero de usuarios desses produtos desenvolve
0 cancer. Este fato desperta a possibilidade de um possivel envolvimento de outros
fatores agindo de forma sinérgica. O HPV pode atuar como um desses fatores,
potencializando o desenvolvimento de neoplasia maligna com origem no epitélio de
revestimento (OLIVEIRA, SOARES, COSTA, 2002; SILVA et al., 2005).

Syrjanen et al. (1983), foram os primeiros a relatarem a correlagédo entre o HPV
e o cancer oral, e, desde entdo numerosos estudos epidemiolégicos com o HPV em
tecidos neopléasicos tém sido relatados (MILLER, JOHNSTONE, 2001).

Evidéncias da infec¢do pelo HPV, através da interacdo das suas proteinas bem
como pela integragdo do virus ao DNA da célula, ttm mostrado que o HPV néo é
meramente um colonizador secundario, sugerindo-se fortemente um papel causal para

esse virus na carcinogénese oral (SCULLY, 2005).



2. REVISAO DE LITERATURA

O céancer oral continua sendo importante causa de morbidade e mortalidade em
todo mundo. No Brasil, esta neoplasia corresponde a aproximadamente 4% de todos 0s
tipos de canceres (SOARES et al., 2002).

Dentre as neoplasias malignas que acometem a cavidade oral, cerca de 90%
correspondem ao carcinoma de células escamosas oral (SCULLY, 2005). Acomete,
principalmente, o sexo masculino na faixa etaria dos 50 aos 80 anos de idade
(NEVILLE et al., 1998). Multiplos estimulos estdo envolvidos no processo da
carcinogénese oral. Existem substanciais evidéncias que o fumo exerce um papel de
destaque nesse processo, especialmente quando sua acgdo é potencializada pelo alcool
(NEVILLE et al., 2004, SOUZA et al., 2004). Entretanto, uma pequena proporgéo (15-
20%) ocorre em pacientes sem histéria de tabagismo e etilismo, sugerindo a presenca de
outros fatores de risco (GILLISON et al., 2000). No desenvolvimento do cancer oral,
existem outros fatores além do alcool e do fumo que estdo comumente associados na
génese neoplésica, tais como: sifilis, deficiéncias nutricionais, sol (principalmente em
lesGes labiais), traumatismo, ma higiene e irritacdo por bordas pontiagudas de dente ou
dentaduras. Além desses, 0s virus estdo sendo amplamente investigados como suspeitos

de desenvolverem o papel de agentes carcinogénicos (SCULLY, 2005).

Agentes bioldgicos também séo possiveis fatores etioldgicos, e dentre estes, o
papilomavirus humano (HPV) vem sendo fortemente implicado no desenvolvimento
desse processo (SCULLY, 2002; ZHANG et al. 2004).

A correlacdo entre o cancer e o0 HPV na mucosa oral ainda é inconclusiva
(SOARES et al., 2002). Os estudos sobre o envolvimento do HPV na carcinogénese oral
tém gerado resultados conflitantes, apresentando-se a taxa de deteccdo desse virus
altamente variavel (estendendo de 0% a 100%) (BOUDA et al., 2000).

No trato genital, a associacao entre o cancer e a infecgdo pelo HPV ja estd bem
estabelecida (ZUR HAUSEN, 2000; McMURRAY et al., 2001). A infeccdo pelos HPVs
oncogénicos é o maior fator de risco para o desenvolvimento do céancer cervical, sendo
o0 HPV 16 o tipo mais freqlientemente detectado nos carcinomas cervicais uterinos
(BOER et al., 2005).



Em cavidade oral, os estudos sobre a participacdo do HPV no desenvolvimento
do céncer sdo inconclusivos. Os indices de deteccdo deste virus sdo extremamente
variaveis, bem como os principais tipos virais encontrados. A pretensdo deste estudo é
avaliar a presenca de HPV em céancer de boca através de métodos moleculares (PCR) e

tipifica-los através de sequenciamento do gene L1.

Além disto, um enorme nimero de pessoas sdo expostas a tais fatores de risco e
somente uma pequena proporgéo destes desenvolve CCEO (MILLER et al., 2001). Isso
tem levado a procura de outros fatores de risco como deficiéncias imunologicas,
nutricionais, fatores genéticos e participacdo de agentes microbiologicos. Dentre esses
vem sendo considerada a contribuicdo de virus com conhecido potencial oncogénico,
como o Papilomavirus humano (HPV) e o virus Epstein-Barr (EBV) e a proteina p53
que ha cerca de 20 anos vém sendo associados ao CCEO (SCULLY et al., 2002; LYPE
et al., 2001). Além disso, inclui-se a participacdo da telomerase, uma das enzimas que
auxiliam na manutencdo da capacidade replicativa da célula (VELDMAN et al., 2001)
O aumento da expressdo da telomerase tem sido descrito no CCEO e em tumores
malignos de outros sitios como o utero, pulmao, figado, mama, entre outros (BELAIR et
al., 1997).

Syrjanen et al.(1983) sugeriram o envolvimento do HPV com o céncer bucal,
quando associaram as alteracfes celulares encontradas em lesdes malignas e pré-
malignas da boca as mesmas que ocorriam no cancer da cérvice uterina. O HPV 16

parece ser o tipo de HPV mais frequiente associado a carcinoma orais.

No Brasil a incidéncia de neoplasias malignas da cavidade oral difere
substancialmente nas diferentes regides, e esse fato se deve possivelmente as diferencas
locais na prevaléncia dos fatores de risco (PINERA et al., 1996). Os fatores de risco que
estdo implicados na etiologia do carcinoma de células escamosas oral, dentre 0s quais,
citamos o tabaco, betel, alcool, virus e dieta, ao serem relacionados com a heranca
genética podem ter um efeito carcinogénico sobre as celulas normais dos sistemas
respiratorio e digestivo (GILLISON et al., 2000). O carcinoma epidermoide oral pode
ocorrer em qualquer localizacdo da boca, sendo os locais mais acometidos a lingua, o
labio inferior e o assoalho bucal. Essas regides sdo grandes facilitadoras da
disseminacéo dos carcinomas para linfonodos regionais e/ou 6rgéaos distantes (MILLON
etal., 1994).



2.1 Papel Viral

A etiologia multifatorial do cancer é amplamente aceita, entretanto, além do
papel dos fatores de risco ambientais e/ou fatores genéticos, uma etiologia infecciosa
vem sendo defendida. Inicialmente, a sifilis foi implicada na etiologia do CCEO e
subseqlientemente, espécies de Candida foram incriminadas, entretanto, recentemente o
interesse tem se voltado para a investigacdo da etiologia viral no CCEO (NEVILLE et
al., 1998).

O equilibrio entre a proliferacdo e a morte celular (apoptose) é de vital
importancia para a sobrevivéncia de qualquer organismo vivo, e este equilibrio pode ser
quebrado por uma infecgdo viral, que pode culminar em transformacdo neoplésica
(WATTRE et al., 1999). Numerosos produtos genéticos de origem viral podem ligar-se
a genes regulatorios da proliferacdo e morte celular e alterar suas fungdes (WATTRE et
al., 1999). O sinal inicial da apoptose pode ser inibido por proteinas de adenovirus (E1B
19 kDa e E3), mixomavirus (MT2), bacilovirus (iap), herpes simples virus e
citomegalovirus, e induzido por mixovirus e virus da hepatite C (WATTRE et al.,
1999). Além disso, a transducdo de sinais para a morte celular (p53, pRb, bcl-2) e a
transativacdo de proto-oncogenes (c-myc, c-fos, c-jun) pode ser inibida por proteinas de
adenovirus, EBV, citomegalovirus, entre outros (WATTRE et al., 1999). Como
conseqiiéncia, as células hospedeiras com infec¢do viral latente sdo levadas a
proliferacdo sem regulacdo por reparo celular ou mesmo mecanismos de eliminacédo de
células lesadas (WATTRE et al., 1999). Essas células podem continuar acumulando
mutac¢des induzidas por outros mecanismos capazes de causar danos aos DNA, como o
tabaco, o alcool, carcindgenos, toxinas, entre outros, o que pode resultar no

desenvolvimento de uma neoplasia maligna (WATTRE et al., 1999).

2.2 Papilomavirus Humano (HPV)

HPV é abreviatura utilizada para identificar o Papilomavirus humano, causador
do condiloma acuminado (do grego kondilus = tumor redondo, e do latim acuminare =
tornar pontudo), também conhecido como crista de galo ou verruga venérea
(CAMARGOS, A.F.; HUGO de MELO, V., 2001; SARRUF, M.B.J; DIAS, E.P., 1997).
Trata-se de um DNA-virus, ndo cultivavel, pertencente a familia Papillomaviridae, é um

pequeno virus, de 55 nm de didmetro, sem envelope, com 72 capsémeros, em um



capsideo com simetria icosaedrica (TAVARES et al., 2000). Apresenta consideravel
tropismo pelo tecido epitelial e mucoso (GIRALDO et al., 1996; HOFFMANN et al.,
1998).

Tem sido encontrado em lesdes da cavidade oral e nasal, na conjuntiva, seios
paranasais, laringe, mucosa traqueobronquica, eséfago, uretra, trato anogenital e pele
(CHANG et al., 1991; TERAI et al., 1999).

J& foram identificados mais de 100 diferentes tipos de HPV em humanos
(BOUDA et al., 2000). Desses, 24 tipos foram associados com lesdes orais (HPV-1, 2,
3,4,6,7,10, 11, 13, 16, 18, 30, 32, 33, 35, 45, 52, 55, 57, 59, 69, 72 e 73) (OLIVEIRA
et al., 2003).

Alguns destes, como o HPV 16, 18, 33 e 58, parecem ter um importante papel
no desenvolvimento de certos tumores humanos, sendo considerados de alto risco
(BOUDA et al., 2000). A infeccdo por HPV representa um fator de risco extremamente
significativo para o Carcinoma de cérvix uterino (BOUDA et al., 2000). Os HPV de alto
risco sdo a maior causa de canceres anogenitais e tém sido implicados no cancer de
cabeca e pescoco, pois a presenca de DNA viral tem sido identificada nestes tumores
(MORK et al., 2001). No entanto, seu papel no CCEO nédo foi ainda bem definido
(BOUDA et al., 2000).

Baseado na associacdo do HPV como precursores de lesfes e no aparecimento
do céncer, os HPVs sdo agrupados nos tipos de baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44) e os de
alto riscos (16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 46, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 e 70) (BURD et
al., 2003).

Atualmente, a infeccdo genital pelo HPV é a doenca sexualmente transmissivel
(DST) viral mais frequente na populacdo sexualmente ativa em todo o mundo. Em
1996, o Center for Disease Control and Prevention (CDC) estimava em 500 mil a 1
milhdo de casos novos, por ano, de infeccdo pelo HPV. Na ocasido, os indices de HPV
eram suplantados apenas por infeccdo clamidiana (4 milhdes) e tricomoniase (3
milhdes) (OKADA et al., 2000).

Em 1996, o World Health Association considerou 0 HPV como uma importante
causa de cancer cervical, em cerca de 99.7% dos casos em todo mundo (BURD et al.,
2003).



Na mucosa oral, a prevaléncia do HPV e seu papel na patogénese de displasias e
cancer ndo estdo completamente esclarecidos (MILLER et al., 1996). Terai M. et
al.(1999), num estudo sobre prevaléncia do HPV na cavidade oral normal em adultos,
mostrou que o papilomavirus humano foi encontrado em mucosa oral normal pelo
método PCR e observou a predominancia de HPV-18 em infeccdo sub-clinica ou
latente, sugerindo ser a cavidade oral um reservatorio deste virus e a infeccdo em
combinagdo com outros fatores como cigarro e alcool podendo mais tarde desenvolver

neoplasias.

A transmissdo do HPV para a mucosa oral ocorre por auto-inoculacao e através
da pratica de sexo oral (CHAPPUIS et al., 1998) A atividade sexual, quando exercida
precocemente, aliada a um nimero alto de parceiros sexuais, juntamente com o fumo,
paridade e outras doencas sexualmente transmissiveis podem contribuir para aumentar
as chances de infeccdo pelo virus (TAVARES et al., 2000). Na cavidade oral, é a lingua
0 local mais frequiente de lesdes pelo HPV, com incidéncia de 55% em um estudo
realizado por Premoli de Percoco & Christensen (1992). Outros locais na boca séo:
palato, mucosa bucal, gengiva, labios, tonsilas, Gvula e assoalho da boca. O assoalho da
boca ¢ um local de muita saliva, onde agentes cancerigenos, como alcool e fumo, ai
dissolvidos, permitem maior oportunidade para acdo deletéria viral (SARRUF, M.B.J;
DIAS, E.P., 1997). O periodo de incubagdo varia de 2 a 8 semanas e tem relacdo com a
competéncia imune individual. A progressdo da fase de incubacdo para de expressdo
ativa depende de trés fatores: da permissividade celular, do tipo do virus e do estado
imune do hospedeiro (CAMARGOS, A.F.; HUGO de MELO, V., 2001).

O diagnoéstico do papilomavirus humano na mucosa oral é dado pelo exame
clinico, citologia, biopsia, imuno-histoquimica, hibridizacdo do DNA, captura hibrida e
PCR (polimerase chain reaction) (LANCELLOTTI et al., 2000). O aspecto citoldgico
da infeccdo do HPV caracteriza-se por: critério maior: coil6citos com halos
citoplasmaticos perinucleares e displasias nucleares; nos critérios menores:
disceratocitos, metaplasia, macrocitos e binucleacdo (CAMARGOS, A.F.; HUGO de
MELO, V., 2001).

A bibpsia vai permitir o estudo histopatolégico de amostra representativa da
lesdo, para confirmar e graduar a lesdo, ndo sendo capaz de identificar o tipo do HPV, o
que se obtém apenas através das técnicas de biologia molecular (hibridizacdo in situ,
captura hibrida e PCR — Reacdo em Cadeia de Polimerase) (LANCELLOTTI et al.,
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2000). A PCR, como uma técnica que revolucionou a virologia, devido a sua
sensibilidade extremamente alta, pode detectar até 1 genoma viral em 100.000 celulas.
Sob 6timas condigdes experimentais, € 0 método de detecgdo mais sensivel (OLIVEIRA
et al. 2003).

Recentemente, os dois métodos mais amplamente usados e que tém equivaléncia
em sensibilidade s&o captura hibrida e PCR com iniciadores gerais. Este tipo de PCR é
potencialmente capaz de detectar todos os HPV mucosos. S&o usados iniciadores
degenerados MY09/MY11, seguindo-se Nested-PCR com os iniciadores GP5+/GP6+
(OLIVEIRA et al. 2003).

De acordo com os estudos de varios autores, entre as alteracBes bucais
possivelmente associadas ao HPV, é possivel destacar as seguintes: papiloma,
condiloma acuminado, verruga vulgar, hiperplasia epitelial focal, liquen plano,
leucoplasia, carcinoma de células escamosas e carcinoma verrucoso (SARRUF, M.B.J;
DIAS, E.P., 1997).

A infecgdo por HPV é comumente identificada pela deteccdo de DNA viral em
células e tecidos, no entanto, como a infeccdo por HPV é focal ocorrem erros
frequentes, como falsos positivos e falsos negativos, principalmente em individuos
assintomaticos (MORK et al., 2001). No entanto, como a infeccdo por HPV é
transitoria, a auséncia de DNA do HPV ndo descarta uma infeccéo prévia (MORK et al.,
2001). Anticorpos para os antigenos do capsidio do HPV demonstram ser marcadores
confiaveis de infeccdo anterior e/ou presente e sdo usados em pesquisas séricas, onde a

deteccdo costuma ser mais confidvel (MORK et al., 2001).

Desde 1977 mais de 600 casos de carcinoma oral tém sido estudados pela
identificacdo de HPV (PREMOLI-DE-PERCOCO et al., 1998). A prevaléncia citada,
por diferentes técnicas, varia de 6% a 94%, sendo que o método de maior sensibilidade
para 0 HPV parece ser a reacdo por cadeia polimerase (PCR) (BOUDA et al., 2000;
PREMOLI-DE-PERCOCO et al., 1998). Apesar disto, a média de prevaléncia € menor
gue no cancer cervical. Entretanto, assim como no trato genital, os HPV-16 e 18 sdo de
longe os tipos mais comumente encontrados, representando 80% das lesdes HPV
positivas (BOUDA et al., 2000; PREMOLI-DE-PERCOCO et al., 1998).

O HPV de alto risco é capaz de imortalizar células epiteliais orais e cervicais in

vitro (MORK et al., 2001). As oncoproteinas E6 e E7 s&o os dois maiores oncogenes



11

virais expressos no tecido neoplasico e ambos estimulam a proliferacdo celular, sendo
capazes de se ligar e inativar proteinas supressoras tumorais do hospedeiro, como a p53
e pRb, respectivamente (GASCO, M.; CROOK, T., 2003). A E6 pode ainda ativar
telomerase, outro fator envolvido na carcinogénese. Assim sendo, as oncoproteinas
virais sdo capazes de transformar ceratindcitos primarios humanos dos tratos genital e
respiratorio superior, desequilibrando o mecanismo regulador do ciclo celular, levando a
uma progressdo genética para CCEO. Consequentemente, a infeccdo por HPV pode
representar uma alternativa, funcionalmente compardvel, para 0s mecanismos

moleculares da carcinogénese (GILLISON et al., 2000).

Observa-se ainda uma tendéncia maior a positividade para HPV em pacientes
ndo-etilistas e ndo-tabagistas, quando comparados aos usuérios de tais substancias
(GILLISON et al., 2000). No entanto, a maior parte dos estudos concorda que nao ha
correlacdo estatistica entre a prevaléncia de HPV e a historia de consumo de tabaco,

embora ambas participem da carcinogénese na mucosa oral (GILLISON et al., 2000).

Um fato inesperado relatado é a reducdo de aproximadamente 40% no risco de
Obito de pacientes com tumores HPV positivos (GILLISON et al., 2000) Um fato
inesperado, pois estes tumores foram menos associados ao alcool e tabaco, e a estes ndo
se pode aplicar o conceito de cancerizagdo de campo, pois as infec¢des por HPV tendem
a ser focais, 0 que primariamente deveria levar a um pior prognostico, o que ndo é
relatado (GILLISON et al., 2000). Os carcinomas HPV positivos parecem ser uma
entidade distinta (acometem mais células basais e tem um componente inflamatério
menor), com biologia distinta (menor mutacdo de p53), fatores de risco distintos (menor
associagdo com tabaco e alcool) e um curso clinico distinto (maior sobrevida). A maior
prevaléncia de positividade em CCEO ¢ para o HPV de tipo 16, que chega a ser duas
vezes maior do que em grupos controles, ndo havendo diferenca de positividade entre
homens e mulheres. Observa-se ainda maior positividade para HPV em adultos jovens e
este fato seria responsavel por uma diferenca bioldgica, que neste caso aponta para um

melhor progndstico, fato contrario ao esperado (CRUZ et al., 1996).

Um estudo demonstra a correlagdo entre a deteccdo por PCR de HPV sérico e
lesional e constata que os pacientes que apresentam HPV lesional apresentam HPV
sérico somente nos estagios mais avangados da doenga, sendo que quatro destes seis
pacientes apresentaram metastase a distancia e 50% destes pacientes com HPV sérico

foram a o6bito. No entanto, os 86% pacientes que apresentaram HPV lesional e auséncia
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de HPV sérico estdo sem evidéncia da doenca. Assim sendo, a presenca de HPV sérico
estaria correlacionada a um estdgio mais avangado da doenca e de pior prognéstico
(CAPONE et al., 2000).

Premoli-De-Percoco et al. (1998) relatam a possibilidade de haver uma relacao
entre a infeccdo local de HPV e a sua detec¢cdo em outros sitios. O HPV tem o potencial
de invadir outras células epiteliais apos a infeccdo priméaria de um sitio epitelial .,
utilizando hibridizagdo in situ em mulheres com CCEO, demonstrou a presenca
simultanea de HPV na citologia cervicovaginal e no CCEO em 23 de 28 casos. Neste
caso, a positividade para HPV em CCEO foi maior na faixa etaria dos 50-69 anos,
grupo em que se esperaria uma menor prevaléncia de HPV. A histéria natural da
infeccdo por HPV demonstra um pico entre as mulheres sexualmente ativas (15-25
anos) e tende a estabilizar-se ap6s os 30 anos, devido a resposta imunoldgica, quando as
mulheres geralmente apresentam resolucdo da infeccdo. No entanto, outras sofrem uma
pequena displasia epitelial que depois de um longo periodo de incubacdo, combinado
com fatores ambientais, culmina na transformacdo maligna das células epiteliais
(PREMOLI-DE-PERCOCO et al., 1998).

2.3 Métodos de deteccdo do HPV

O diagnostico do papilomavirus humano na mucosa oral pode ser suspeitado
pelo exame clinico da lesdo, citologia e bidpsia. O aspecto citoldgico da infec¢do do

HPV caracteriza-se por:

A. Critérios maiores: coildcitos classicos, halos citoplasmaticos perinucleares e
displasia nuclear.

B. Critérios menores: disceratocitos, metaplasia imatura atipica, macrécitos e
binucleacdo. Este método tem sensibilidade limitada e ndo tipa o HPV
(LANCELLOTTI et al., 2000).

Os métodos usados na deteccdo do DNA do HPV nas lesbes variam amplamente
na sua sensibilidade e especificidade (DE VILLIERS, 1994). Estes sdo divididos em
trés categorias: os de baixa sensibilidade, que s&o imunohistoquimica e hibridizacao in
situ, por so detectarem o virus quando presente em mais de 10 copias do DNA viral por
célula. Os de moderada sensibilidade, que compreendem hibridizacdo Southern blot, dot

blot e hibridizacdo dot reversa, por so detectarem o virus quando de 1 a 10 copias do
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DNA viral por célula e o de alta sensibilidade, a reacdo da polimerizacdo em cadeia, por

detectar o virus em menos de 1 cépia do DNA viral por célula (MILLER et al., 1996).

A imunohistoquimica pode detectar o revestimento protéico das particulas virais
do HPV que se encontram nas lesfes vistas na microscopia optica em material incluido
em parafina ou em preparados citologicos, sendo utilizados anticorpos policlonais
contra antigenos especificos a vérios tipos de HPV. A técnica € prejudicada pela
disponibilidade limitada de anticorpos contra tipos de HPV especificos, devido a falta
de propagacdo do virus in vitro. Os anticorpos comercialmente disponiveis sédo
originados contra antigenos do capsideo de papilomavirus de bovino, com reagédo
cruzada para HPVs (CASTRO et al., 2006).

Os testes de hibridizacdo sdo atualmente os métodos de escolha para a deteccéao
do DNA ou RNA do HPV em esfregacos ou amostras de tecidos. Sdo realizados
diretamente ou ap6s a amplificacio do DNA e RNA pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). O principio bésico destas técnicas de hibridizacdo ¢ a formacédo
dupla entre a fita Unica de DNA ou moléculas de RNA ou fita dupla de DNA
desnaturado derivado de tipos de HPV clonados e a molécula de acido nucléico viral
presente na célula, que representa o alvo do teste de hibridizacdo (DE VILLIERS,
1994).

A hibridizacdo de Southern blot ¢ utilizada para deteccdo do DNA do HPV no
DNA de bidpsias e é considerada como "padrdo ouro™” para detec¢cdo do genoma do
HPV. E um teste sensivel e altamente especifico, consistindo num valioso instrumento
de pesquisa, mas ndo tem aplicacdo para testes de rotina clinica por ser demorado e
trabalhoso (DE VILLIERS, 1994).

Outro método de hibridizacdo recentemente desenvolvido é a captura hibrida
(HCA), que ndo distingue entre os tipos especificos de HPV e a sua aplicabilidade como
método de pesquisa é limitado, mas pode representar um bom teste para o uso clinico de
rotina (CASTRO et al., 2006).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é uma técnica que revolucionou a
virologia, devido a sua sensibilidade extremamente alta (TAVARES et al., 2000).
Caracteriza-se pela amplificacdo de quantidades diminutas de seqiiéncia de DNA-alvo
em diversos milhdes de vezes. E um processo térmico ciclico que inclui trés etapas:

desnaturacdo onde a fita dupla de DNA é separada em fitas simples; anelamento, onde
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os iniciadores anelam especificamente com as suas seqiiéncias complementares de
DNA-alvo fita simples, e finalmente, a extenséo do iniciador, onde um DNA polimerase
termoestavel gera fitas "filhas" de DNA que atravessam a regido entre dois iniciadores.
A partir de entdo as duplas fitas recém-geradas servem como modelos para um ciclo de
PCR subsequente. Os iniciadores (primers) podem ser: os iniciadores especificos do
tipo, que detectam um tipo simples de HPV, ou os iniciadores consensus (também
chamados gerais ou genéricos) que detectam um painel de diferentes tipos de HPV em
uma unica reacao (GRAVITT et al., 2000).

A deteccdo do HPV pela PCR é geralmente realizada utilizando um dos
iniciadores consensus, 0 MY09-MY11l ou o GP5/GP6 (GRAVITT et al., 2000).
Atualmente, a PCR permite uma avaliacdo aprofundada dos dados epidemioldgicos,
incluindo a prevaléncia de infeccBes subclinicas ou latente. Entretanto ela tem as
seguintes desvantagens: amplificacdo de quantidades mindsculas de DNA de HPV
contaminantes, que podem levar a resultados falsos positivos. Cada método € limitado
pela sensibilidade, pela especificidade, pela prética, pelo custo e pela disponibilidade
comercial. A avaliacdo da eficacia de diferentes técnicas para a deteccdo do HPV €
importante e fundamental para o estabelecimento do papel etiolégico do HPV nas lesbes
orais (DE VILLIERS, 1994).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a presenca do HPV através da técnica da PCR em casos de carcimoma

de células escamosas oral.

3.2 Objetivo especifico

Amplificar por PCR a regido L1 do HPV e sequenciar os produtos amplificados
para determinar o tipo de HPV envolvido.

Correlacionar os achados com dados referentes as caracteristicas da populagédo

estudada(idade, confirmacéo histopatologica, habitos, sexo etc).
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de estudo

Este € um estudo descritivo transversal analitico no qual foram analisadas
variaveis de exposi¢cdo e o resultado da PCR para deteccdo do HPV, no qual visou
investigar a frequéncia do Papilomavirus humano e sequenciamento do gene L1 para
tipificacdo viral em casos de Carcinoma de Celulas Escamosas Oral atendidas na
FCECON-AM.

4.2 Amostras

Foram utilizadas as amostras de todos os casos diagnosticados de carcinoma de
células escamosas oral — CCEQO, confirmados por histopatologia e coletados no Hospital
de referéncia no tratamento de cancer da cidade de Manaus/AM (FCECON) no periodo
de agosto de 2009 a fevereiro de 2010. As amostras deste estudo foram parte integrante
da tese de doutorado do Programa de Poés-graduacdo em Biotecnologia da aluna
Danielle Albuquerque Pires Rocha, intitulado Deteccao do polimorfismo do gene E6 do
Papilomavirus Humano em Carcinoma Epidermdide Oral (CAAE: 0202.0.115.000-09,
24 de julho de 2009), sob a orientagdo da Profa. Dra. Cristina Maria Borborema dos
Santos e que tem como suporte financeiro o projeto Analise genémica de virus isolados

na Amazonia .

Foram incluidas no estudo todas as amostras com confirmacdo histopatoldgica
de Carcinoma Células Escamosas Oral e as amostras que ndo apresentaram confirmacao

histopatoldgica foram excluidas do estudo.
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4.3 Procedimentos

4.3.1 Obtencéo das amostras

As amostras foram coletadas utilizando escovas descartaveis tipo cito-brush,
obtendo raspados da mucosa oral no qual foram colocados em 400uL de TE. Os
pacientes que foram encaminhados a procedimentos cirdrgicos, foi obtido, além do
raspado da mucosa, um fragmento de bidpsia. As amostras foram transportadas em gelo
e armazenadas a -20°C no Laboratério de Diagndstico Molecular, no Centro de Apoio
Multidisciplinar - CAM, da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), até o
momento da extracdo do DNA e execucdo dos procedimentos da PCR. Para este
procedimentos, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente adicionando
aos 400 pL da amostra, 400 puL da solugdo Tampdo Proteolitico (TPK). Posteriormente,
esta mistura foi incubada em banho-maria a 56°C por 1 hora e depois levou-se a fervura

por 10 minutos.

SOLUCOES:

TE: TrisHClI 10 mM e EDTA 1 mM pH8,0

TPK: 900 pL de TE (Tris HCI 50 mM + EDTA 1 mM ) pH 8,0
100 pL de Tween 20%

20 pL de proteinase K 10 mg/ml

4.3.2 Diagndstico Molecular do Papilomavirus Humano (HPV)

As etapas executadas no laboratorio de Diagnostico Molecular estdo organizadas

no fluxograma a seguir:
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Extracdo do DNA

%

PCR Controle do DNA -
viavel

!

Oligonucleotideos 1ISO5G
Regido Microssatélite (GATA)13

! ;

Eletroforese /
Gel de Anarnse 2 R0

PCR (MY09/MY 11)seguido
de
Nested PCR (GP5/GP6)

0

Eletroforese ]

Gel de Agarose 1,5%

!

Sequenciamento de DNA*

poliacrilamida no Mega
BASE*

Tipificacdo do HPV via
PHRED e anélise
comparativa via Gen
Rank*

>

Andlise dos resultados
pelo programa Microsoft
Office Excel 2003

\
[ Eletroforese em gel de

Figura 01: Fluxograma das etapas realizadas no Laboratorio de Diagnostico Molecular —

CAM — UFAM.

* Etapas ndo realizadas porque o seqlienciador automatico Mega Bace disponivel no
Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas, apresentou problemas

técnicos desde Marco de 2010 e até o0 momento n&o foi solucionado.
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4.3.3 Extracdo do DNA do HPV

Apols a digestdo com proteinase K, as amostras da mucosa oral foram

submetidas a extracdo do DNA do VHB pelo método fenol/cloroférmio.

Inicialmente, fora adicionado 400uL de Fenol Hidratado a 400pL da amostra
que foi previamente digerida com proteinase K. Homogeneizou-se suavemente por 10
minutos seguidos de centrifugacdo a 12.000 rpm. Posteriormente, foi coletado o
sobrenadante e adicionou-se 400 pL de Fenol:Cloroférmio: Alcool Isoamilico
(25:24:1). Homogenizou-se essa mistura por 10 minutos e a seguir centrifugou-se a
12.000 rpm por 10 minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para
outro tubo de ensaio e adicionado 400 pL de Cloroformio Hidratado 1:1, agitou-se por
10 minutos e centrifugou-se a 12.000 rpm por 10 minutos. Apds a coleta do
sobrenadante, para a precipitacdo do DNA viral foram adicionados 1/10 (10%) do
volume do sobrenadante de NaCl 3M e 1000 pL de Etanol Absoluto Gelado. Deixou
precipitar a -20°C por 12 horas.

No dia seguinte, o material precipitado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30
minutos, descartando o sobrenadante cuidadosamente. Lavou-se 0 sedimento de DNA
(pellet) com 500uL de Etanol a 70% Gelado, centrifugar a 8.000 rpm por 10 minutos e,
em seguida, foi descartado o sobrenadante cuidadosamente. Apds centrifugacdo, secou
0 sedimento por aproximadamente 40 minutos no fluxo laminar e, ressuspendeu-se o
sedimento de DNA com 50uL de agua Milli-Q.

4.3.4 Amplificacéo controle do DNA

A eficiéncia da extracdo do DNA foi analisada através da técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) usando primers especificos para o gene da golgina, no qual
amplifica uma regido microsatélite (GATA)13 do cromossomo 15 humano ISO5G
descritos por Pontes, 2003. O sistema de reacdo e ciclagem foram especificados abaixo
(Quadro 1 e 2).



Quadro 1- Sistema de Reagéo para o DNA gendmico
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Reagentes Quantidades (uL)
H.O MilliQ 2,2
Tampéo 10X 2,5
MgCl2 50mM 2,5
dNTP 2,5 mM 2,5
Iniciadores Forward 1SO5G 5pmol 2,5
Iniciador Reverse 1ISO5G 5pmol 2,5
Tag DNA polimerase 5U/uL 0,3
DNA 5,0
Volume Final 20,0
Quadro 2- Ciclagem do DNA gendémico
Numero de Temperatura (°C) Tempo Reacao
ciclos
1 95 2 minutos Pré-
Desnaturacéo
94 40 segundos Desnaturacéo
40 62 1 minuto Anelamento
70 1 minuto e 30 segundos Extenséo
1 60 10 minutos Extenséo final
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1 4 Tempo infinito Manutengéo

As reacoes de PCR foram realizadas com 40 ciclos de amplificacdo em aparelho
termociclador Applied Biosystems /Veriti 96 Well Thermal Cycler, conforme o seguinte
programa: quarenta segundos & 94°C para desnaturagdo, um minuto a 62°C para
anelamento e um minuto e trinta segundos a 70°C para a sintese. Apds os 40 ciclos,

seguiram-se por uma hora a 60°C para extensao.

Apo6s a amplificacdo com 1SO5G, os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2,5 % (p/v) em tampdo TEB (Tris borato e EDTA) 1x,
com marcador ladder multiplo de 100 pb da Invitrogen Life Technologies. O gel foi
corado com brometo de etidio (1,0 ug/mL) por vinte minutos, onde o produto
amplificado correspondente a 265 pb (PONTES, 2003) foi revelado em luz ultravioleta

(UV) e fotografadas em maquina digital.

4.3.5 Deteccao de HPV-DNA

Para deteccdo de HPV-DNA, utilizou-se iniciadores consenso, em reacgdes
aninhadas (Nested). As amostras que foram positivas para DNA gendmico (presenca de
banda DNA correspondente a 265 pb) foram analisadas através de PCR para a presenca
de DNA de HPV. A primeira PCR para HPV fora realizada com um par de iniciadores
genéricos designados MYQ09 (5° CGTCCMARRGCAWACTGATC 3°) e MY1l (5
GCMCAGGGWCATAAYAATGC 37), que amplificaram regiGes conservadas da
regido L1 de varios tipos de HPV. O fragmento amplificado tem uma extenséo de cerca

de 450pb. As reacBes foram preparadas conforme descrito abaixo (Quadro 3 e 4).

Quadro 3 - Sistema de Reacdo para o DNA do HPV (MY09 x MY11)

Reagentes Quantidades (pL)

H20 MilliQ 12,3
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Tampdo 5X 2,5
MgCl2 25mM 2,0
dNTP 10 mM 0,5
Iniciadores Forward 1ISO5G 5pmol 2,5
Iniciador Reverse 1ISO5G 5pmol 2,5
Taq DNA polimerase 5U/uL 0,2
DNA 2,5
TOTAL 25,0

Quadro 4 - Ciclagem da PCR para DNA HPV com os iniciadores MY09 e

MY11
Numero de Temperatu Tempo Reacao
ciclos ra (°C)
1 95 1 minuto Pré-Desnaturacao
40 95 1 minuto Desnaturacéo
55 1 minuto Anelamento
72 1 minuto Extensdo
1 72 5 minutos Extenséo final
1 4 Tempo infinito Manutencao

Os produtos de PCR foram visualisados através de eletroforese em gel de

agarose a 2,0%, corados com brometo de etideo (1ug/mL), e revelados por luz UV. Em

cada conjunto de reacfes foram incluidas um controle negativo (branco de reacdo),
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consistindo em um tubo com todos os ingredientes, excluindo o DNA extraido. Como
controle positivo, utilizou-se uma amostra comprovadamente positiva para HPV, ja

disponibilizada no Laboratério de Diagndstico Molecular do CAM/UFAM.

As amostras negativas nesta reacdo de PCR foram submetidas a nested-PCR, no
qual foi utilizado um par de iniciadores genericos designados GP5+
(TTTGTTACTGTGGTAGATACTACS) e GP6+
(5" GAAAAATAAACTGTAAATCAT ATTC3") (DE RODA HUSMAN et al., 1995),
que flanqueiam um fragmento de cerca de 150 pares de bases do gene L1 do capsideo
viral, uma sequéncia altamente conservada no genoma dos HPVs de mucosas (genital e
oral), com pequenas variaches entre os tipos individuais. O sistema de reagdo e
ciclagem estéo especificados abaixo (Quadro 5 e 6).

Quadro 5 — Sistema de Reacdo para 0 DNA do HPV (GP5 x GP6)

Reagentes Quantidades (ML)
H20 MilliQ 11,8
Tampéo 5X 5,0
MgCI2 25mM 2,0
dNTP 10 mM 0,5
Iniciadores Forward ISO5G 5pmol 2,5
Iniciador Reverse 1ISO5G 5pmol 2,5
Tag DNA polimerase 5U/uL 0,2
DNA 0,5
TOTAL 25,0




Quadro 6- Ciclagem da PCR para DNA HPV com os iniciadores GP5 e GP6
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NUmero de Temperatu Tempo Reacao
ciclos ra (°C)
1 95 1 minuto Pré-Desnaturacao
40 95 1 minuto Desnaturacéo

55 1 minuto Anelamento

72 1 minuto Extensdo
1 72 5 minutos Extensdo final
1 4 Tempo infinito Manutengao

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1,5%, corados com

brometo de etideo (1,0 ug/mL) e visualizados através de transiluminador de luz UV, e

fotografadas em maquina digital.

4.4 Avaliacéo dos dados epidemioldgicos obtidos

A prevaléncia do HPV encontrada nas amostras foram analisadas em gréaficos,

tabelas e proporgdes, relacionando-se com a freqiiéncia de positividade e as

caracteristicas como idade e dados do questionario sdcio-econdmico realizado com 0s

resultados encontrados. Estes dados foram avaliados no programa Microsoft Office

Excel 2003.
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5. RESULTADOS

Foram analisadas 31 amostras, todas histologicamente diagnosticados com
carcinoma de células escamosas oral (CCEO).

5.1 Viabilidade das amostras

Apo6s extracdo do DNA, visando verificar a integridade do DNA, foram
processadas 31 amostras para verificar a viabilidade das mesmas através do PCR para
DNA genbmico. Todas as amostras foram viaveis (Figura 03), nas quais foram
encaminhadas ao procedimento da PCR para HPV. As amostras que nao amplificavam,

eram submetidas novamente a extracdo de DNA.

Clc2 c3 c4 ch cb6 c7 c8 c9cl0cllcl2cl3cld clbcleBr C+M

C17c¢18c19 c20c21c22 c23c24 c25c26 c27¢c28¢29¢30 ¢31¢c32 Br C+ M

Figura 02. Perfil eletroforético em gel de agarose 2,5% evidenciando-se um fragmento de 265
pb resultante da amplificacdo do gene da Golgina localizado no cromossomo 15 humano nas
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reagdes C4, C5, C8, C9, C10, C11, C13, C15, C18, C20, C21, C22, C23, C24 C26, C28, C30,
C31, C32, Marcador (M) = 100 pb; C+13A= Controle positivo; Br = Branco.

5.2 Papilomavirus Humano em Carcinoma de Células Escamosas Orais

Dentre as 31 amostras de pacientes apresentando casos de carcinoma epidermoide

oral, 29% (9/31) amostras foram positivas para a presenca de HPV (Figura 4 e 5).

Cl C2 C3C4C5 C6 C7 C8 C9 C10C11C12C13C14C15C16Br C+

C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 Br C+

450 pb

Figura 03. Perfil eletroforético em gel de agarose 2,0% corado com brometo de
etideo (1,0 pg/mL), evidenciando-se um fragmento de 450pb resultante da
amplificacdo por PCR do gene L1, a partir dos iniciadores MY9 e MY11,
evidenciando-se positividade a reacdo C25 /Marcador = 100 pb; C+= Controle
positivo; Br = Branco.
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Figura 04. Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% evidenciando-se um fragmento de
150pb resultante da amplificacdo por Nested PCR do gene L1, a partir dos iniciadores
GP5 e GP6, evidenciado nas reagbes C08, C09, C11, Cl17, C18, C19, C22, C27,
C31/Marcador = 100 pb; C+= Controle positivo; Br = Branco.
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5.3 Faixa etaria

A faixa etaria dos pacientes do estudo variou entre os 38 aos 82 anos (f =
59,74), no qual a predominancia de idade entre os pacientes que apresentaram
positividade para HPV (n = 9) variou entre os 38 a 67 anos, equivalendo a uma média
de idade de 56,66 anos.

Tabela 01. Relacdo da variavel faixa etaria com a presenca de HPV.

HPV

Variavel Positivo Negativo Total

Idade (anos) n=9 n=22 N =31
Média + Desvio padrdo 56,66 + 8,87 58,22 £ 10,40 59,74 + 9,89
Intervalo 38 — 67 39-82 38— 82

Idade (Mediana = 56,5)
< Mediana (n=4) 44,40% (n=10) 4540% (n=14) 45,17%
> Mediana (n=5) 55,60% (n=12) 54,60% (n=17) 54,83%

5.4 Sexo

De acordo com a observagdo do sexo dos pacientes deste estudo, constatou-se
que 90,32% dos casos corresponderam aos homens e que somente 9,67% das mulheres
participaram da pesquisa. Dentre os pacientes com presenca do HPV, 88,88% (8/9)
eram do sexo masculino e apenas 11,11% (1/9) eram do sexo feminino.

Tabela 02. Relacdo da variavel sexo com a presenca de HPV.

HPV
Variavel Positivo Negativo Total
Sexo n=9 n=22 N =31
Homem (n=8) 88,88% (n=20) 90,90% (n=28) 90,32%
Mulher (n=1) 11,11% (n=2) 9,10% (n=3) 9,67%

5.5 Habito do Fumo

Dentre as amostras que apresentaram positividade para HPV, 7 delas eram de
fumantes ha mais de 40 anos. A freqiéncia do nimero de casos de HPV diretamente

relacionados com o habito do fumo foi de 77,8%, como apresenta o quadro a seguir:

Tabela 03. Relagdo do nimero de casos de fumantes com a presencga de HPV.

HPV
Variavel Positivo Negativo Total

Fumantes n=9 n=22 N=31

Sim (n=7)  77,80%  (n=15)  68,18% (n=22)  70,97%
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Nio (n=2)  22,20% (n=7)  3181% (n=9) 29,03%

5.6 Etilismo Cronico

A frequéncia de pacientes com etilismo cronico relacionada com a presenga de
HPV foi de 77,8%. Apenas 22,2% dos pacientes com positividade para HPV ndo

apresentaram esse fator predisponente ao cancer.

Tabela 04. Relacdo do nimero de casos de etilistas com a presenca de HPV.

HPV
Variavel Positivo Negativo Total
Etilismo crénico n=9 n=22 N =31
Sim (n=7) 77,80% (n=11) 50,0000 (n=18)  58,07%
Né&o (n=2) 22,20% (n=11) 50,009 (n=13)  41,93%

5.6 Tamanho da Lesao

Dentre os 9 casos com positividade para o HPV, 100% das amostras

apresentaram tamanho da lesdo extensa como apresenta o quadro a seguir:

Tabela 05. Distribui¢do do tamanho da lesdo de acordo com a presencga de HPV.

HPV
Variavel Positivo Negativo Total
Tamanho da Lesdo N=9 n=22 N =31
Discreto (n=0) 0,00% (n=9) 40,90% (n=9) 29,03%
Extenso (n=9) 100,00% (n=13) 59,10% (n=22) 70,97%

5.7 Localizacéo da leséo

Dos 31 pacientes, observou-se que dos 9 casos de carcinoma de células escamosas oral
com positividade para o HPV, 3 deles tinham lesGes localizadas no dorso da lingua, 2
casos no soalho bucal, outro no palato mole, seguido de casos no palato duro e no

rebordo alveolar, no qual pode-se observar na tabela abaixo:

Tabela 06. Relacdo da variavel faixa etaria com a presenca de HPV.

HPV
Variavel Positivo  Negativo  Total
Localizacdo da lesdo n=9 n=22 N =31
Borda lateral da lingua 0 3 3
Soalho bucal 2 3 5
Pilar amigdaliano esquerdo 0 1 1
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6. DISCUSSAO

O papilomavirus (HPV) é o virus mais transmitido sexualmente e tem grande
importancia na etiopatogenia do cancer do colo uterino, enquanto na mucosa oral néo
estd completamente esclarecido. Atualmente, a pratica do sexo oral e a variagdo de
parceiros contribuem muito para elevar a transmissdo do HPV na mucosa oral
(THEREZITA, et al., 2004)

Vaérios trabalhos da literatura relatam que o diagnostico do papilomavirus
humano é dado pelo exame clinico, bidpsia e através das técnicas de biologia molecular.
No entanto, o exame clinico e a bidpsia nos informa sobre as caracteristicas da lesao
sugestiva do HPV, enquanto os exames como PCR identificam os tipos do HPV, sendo
estes considerados os exames de maior sensibilidade e os mais usados na atualidade
(THEREZITA, et al., 2004).

Este estudo permitiu avaliar a frequéncia da deteccdo de HPV-DNA em lesbes
de Carcinoma de células escamosas oral (CCEO) através da técnica da PCR, além de
sequenciar os produtos amplificados para determinar o tipo de HVP envolvido.
Entretanto, esta etapa do procedimento nédo foi realizada devido ao impedimento do uso
sequenciador automatico Mega Bace que encontrou-se inoperante durante o estudo

devido a problemas técnicos.

De maneira geral, a correlacdo dos achados desta pesquisa com os dados
referentes as caracteristicas da populacdo estudada mantiveram-se de acordo com a
literatura. Portanto, constatou-se que acima dos 90% dos casos eram do sexo masculino,
com média de idade superior a 59 anos, consumidores de tabaco e alcool. Nas pacientes
do sexo feminino observou-se, também, expressiva historia de tabagismo e etilismo
crénico.

Observou-se também que a predominancia de idade entre os pacientes de CCEO
que apresentaram positividade para HPV (n = 9) variou entre os 38 a 67 anos,
equivalendo a uma média de idade de 56,66 anos. A associacdo da idade a deteccdo de
HPV-DNA segundo CRUZ et al. (1996), descreveu que CCEO de pacientes com menos

de 60 anos tinham maior chance de serem HPV-DNA positivos, mas ao passo que
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GIOVANELLLI et al. (2002) notaram o aumento da chance de deteccdo de HPV-DNA

com o aumento da idade, embora este aspecto ainda deva ser esclarecido.

Observou-se também que em amostras localizadas na lingua e no soalho bucal
apresentaram maior frequéncia na presenca do HPV, portanto, a distribuicdo das lesdes
quanto a topografia intrabucal também encontrou-se de acordo com a literatura, uma
vez que consta que estes sitios sdo 0s mais acometidos. Dentre 0s 6 casos de lesdes no
dorso da lingua, 3 foram HPV-positivas, e dentre os 5 casos de lesdes no soalho bucal, 2
casos foram relatados com presenca do Papilomavirus. Embora a minoria das amostras
de tamanho extenso apresentou positividade para o HPV, ndo deve-se descartar a
possibilidade da influéncia da extenséo da leséo sobre o diagndstico.

O presente estudo relatou o envolvimento do HPV em 29% dos pacientes com
carcinoma de células escamosas oral. Segundo BENEVIDES et al. (2006), a taxa de
deteccdo de HPV-DNA em céancer bucal e em mucosa sd ou com lesdes cancerizaveis é
muito variavel na literatura. Estudos baseados em PCR mostram positividade de menos
de 5% até 100% (CRUZ et al., 1996; D" COSTA et al., 1998; SUGIYAMA et al., 2003,
UOBE et al., 2001; GIOVANELLI et al., 2002; HERRERO et al., 2003; KOJIMA at al.,
2002; SMITH et al., 2004; ZHANG et al., 2004; HANSSON et al. 2005). As maiores
causas de variacGes nestes resultados é devido ao uso de diferentes métodos de

investigacao.

Deve-se considerar que o uso de PCR somente em um passo, Seja com
MYQ09/MY11 ou com GP5+/GP6+, produza mais resultados negativos que 0 uso de
nested-PCR, seminested-PCR ou autonested-PCR, devido a menor sensibilidade
(REMMERBACH et al., 2004). Como nem sempre se observou este fato na literatura,
acredita-se que o papel etiolégico do HPV em carcinoma de células oral ainda
permaneca obscuro e controverso. Além disso, sabe-se que a carga viral de HPV em
amostras bucais € baixa (SYRJANEN, 2005), demandando técnicas mais sensiveis para
deteccdo deste virus.

Estudos anteriores demonstram que pacientes com tumores HPV positivos
exibem uma maior taxa de sobrevida quando comparados a pacientes com tumores HPV
negativos. Devido a esta observacdo, a identificagdo do HPV torna-se de suma

importancia clinica, no qual aumenta cada vez mais a necessidade de implantar a rotina
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do diagnostico do HPV e divulgar os possiveis focos de transmissdo como modo de
prevencdo do Cancer de boca (THEREZITA, et al., 2004).

No entanto, ndo podemos deixar de citar a influéncia de outros fatores
predisponentes para a génese viral, como o cigarro e o &lcool, que assim como em
outros estudos acredita-se no envolvimento desses fatores na composi¢do dos
resultados. Dentre os pacientes com positividade para o0 HPV, 77,8% dos casos trata-se

etilistas cronicos e fumantes com esse habito ha mais de 40 anos.

Com o0 avanco da tecnologia e o advento de novas técnicas moleculares, a
deteccdo de HPV tornou-se cada vez mais precisa, permitindo correlacionar o virus ao
desenvolvimento de alguns tipos de cancer. Estudos realizados nos ultimos anos
permitem considerar o HPV como o agente causal do céncer de colo de utero. No
entanto, ainda se estd longe de se poder estabelecer com precisdo o real papel desse
virus no cancer bucal. A presenca de diversos carcindgenos, atuando simultaneamente,
impede conclusBes com mais precisao e apontam mesmo para uma atuacdo sinérgica do
HPV com outros carcindgenos quimicos e fisicos, o que de fato potencializaria o

desenvolvimento de uma neoplasia maligna.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou uma freqiiéncia de HPV de 29% em
amostras da mucosa oral de pacientes com Carcinoma de Células

Escamosas Orais.

A idade predominante entre as pacientes que apresentaram positividade
para HPV (n = 9) variou entre os 38 a 67 anos, relativo a uma média de

idade de 56 anos.

A populacdo estudada apresentou o tipico fisico da epidemiologia do
cancer bucal, sendo constituida principalmente por homens, acima de
90%, com media de idade superior a 59 anos, tabagistas e consumidores

de alcool.

Dentre os 9 casos com positividade para o HPV, 100% das amostras

apresentaram tamanho da leséo extensa.

Dos 31 pacientes, observou-se que dos 9 casos de carcinoma de células
escamosas oral com positividade para o HPV, 3 deles tinham lesdes
localizadas no dorso da lingua, 2 casos no soalho bucal, outro no palato

mole, seguido de casos no palato duro e no rebordo alveolar.

Dentre os pacientes com positividade para o HPV, 77,8% dos casos trata-

se de etilistas cronicos e fumantes com esse habito ha mais de 40 anos.
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9. ANEXO

9.1 Parecer

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFAM

PARECER DO COMITE DE ETICA EM

O Comité de Fitica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas aprovou,
em reuniio ordinaria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o Projeto de
Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE n° 0202.0.115.000-09, intitulado:
“Deteccio de polimorfismo no gene E6 do Papiloma Virus Humano (HPV) em
carcinoma de células escamosas oral e orofaringeano”, tendo como Pesquisadora
Responsavel Danielle Albuquerque Pires Rocha.

Sala de Reunifo da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade

Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 24 de junho de 2009.

Prof, Dral Aya Sadahiro

Vice-Coordenadora do CEP/UFAM

Rua Teresina, 495 — Adrianopolis — Cep. 69.057-070 — Manaus/AM - Fone: (92) 3305-5130
E-mail: cep@utam.edu.br /[ e



