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RESUMO

O cancer bucal atinge cerca de 7% da populagdo mundial, sendo um importante
problema de saude publica, tanto pelas sequelas apresentadas pelos pacientes,
como pelos custos envolvidos com o seu tratamento. Entre os canceres da cavidade
bucal, 95% sé&o representados pelo carcinoma espinocelular bucal (CECB). Estudos
tém mostrado que esse tumor ocorre preferencialmente em homens com mais de 40
anos, de pele branca, que apresentam os fatores de risco tradicionais,
principalmente o uso de tabaco e/ou de alcool e a exposicado aos raios solares.
Todavia, a literatura demonstra o desenvolvimento do CECB em pacientes que nao
apresentavam exposigcao aos fatores de risco acima citados, tendo sido sugerida a
associagao com o papilomavirus humano (HPV). Apesar de ser um importante virus
oncogénico, o papel do HPV na carcinogénese bucal ainda é controverso. O objetivo
deste estudo foi detectar e tipar o HPV e verificar sua associagdo com a exposicao
ao tabaco e ao alcool em uma populacdo do Rio Grande do Sul/Brasil. Dezessete
amostras de tecido fresco congelado foram obtidas de biopsias de CECB. O acido
desoxirribonucléico (DNA) do HPV foi extraido por meio de método padrdo que
utiliza proteinase K. Para testar a viabilidade do DNA extraido, foi realizada uma
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o gene da B-globina humana. A
pesquisa molecular de HPV foi realizada utilizando os testes comerciais da Roche
AMPLICOR (AMP) e LINEAR ARRAY (LA) HPV. Os resultados mostraram que
76,5% da populagdo estudada eram do género masculino, com idade média de
61,71 (£12.96), 29,4% dos individuos ndo fumavam e 29,4% pertenciam ao grupo
dos que néo bebiam. O DNA do HPV foi detectado em 47,1% dos casos de CECB.
Em todas as 8 amostras positivas, foi identificado o HPV 16, 75% (6/8) dos tumores
foram diagnosticados histologicamente como moderadamente diferenciados e 37,5%
(3/8) estavam localizados no assoalho da boca. Nenhuma associagao foi observada
entre a infecgédo por HPV e a exposi¢ao ao tabaco ou ao alcool. O estudo encontrou
uma prevaléncia consideravelmente alta de infeccdo por HPV 16 nas lesdes de
CECB (aproximadamente a metade), suportando a possibilidade de um possivel
papel do HPV na carcinogénese bucal.

Palavras chave: Carcinoma de Células Escamosas. Boca. Sondas DNA HPV.



ABSTRACT

Oral cancer affects approximately 7% of the population worldwide, representing an
important public health problem especially when considering the serious
consequences for the patients and the high costs of treatment. Among oral cavity
cancers, 95% are oral squamous cell carcinoma (OSCC). Studies have shown that
this tumor is more frequent in white males over 40 years of age, chronically exposed
to risk factors associated with cancer, mainly tobacco and/or alcohol and sun
exposure. However, literature demonstrates the development of OSCC in patients
never exposed to the above mentioned risk factors, being suggested an association
with human papillomavirus (HPV). Despite being an important oncogenic virus, the
role of HPV in oral carcinogenesis is still controversial. The aim of this study was to
detect and type HPV and verify its association with tobacco and alcohol exposure in
OSCC in Rio Grande do Sul/Brazil. Seventeen fresh frozen tissue samples were
obtained from biopsies of OSCC. Deoxyribonucleic acid (DNA) was isolated by
standard proteinase K protocol. For DNA viability testing, samples were submitted to
a polymerase chain reaction (PCR) for human B-globin gene. We analyzed HPV-
DNA using the commercially manufactured PCR-based Roche AMPLICOR (AMP)
and LINEAR ARRAY (LA) HPV tests. Results showed that 76.5% of the population
were male, age mean was 61.71 (£12.96), 29.4% were classified as never-smokers
and 29.4% as never-drinkers. HPV-DNA was detected in 47.1% of the OSCC cases.
In all 8 positive samples HPV 16 was present, one coinfection with HPV 18 and one
with HPV 33, 75% (6/8) were histologically diagnosed as moderately differentiated
OSCC and 37.5% (3/8) were located in the floor of the mouth. No association was
observed between HPV infection and tobacco or alcohol exposure. We observed a
considerably high prevalence of HPV 16 infection in OSCC lesions, supporting the
possible role of HPV in oral carcinogenesis, but further studies are required.

Keywords: Carcinoma, Squamous Cell. Mouth. DNA Probes, HPV.



LISTA DE ABREVIATURAS

DNA — acido desoxirribonucléico

CEC - carcinoma espinocelular

CECB - carcinoma espinocelular bucal

cm — centimetros

E — early — regiao precoce

HPV — human papillomavirus; papilomavirus humano
HR-HPV — high risk HPV; HPV de alto risco

IHC - imunohistoquimica

INCA — Instituto Nacional do Cancer

ISH — in situ hydridization; hidridizagao in situ

L — /ate — regiao tardia

LCR - long control region; regido regulatoria longa

LR-HPV — low risk HPV; HPV de baixo risco

ML — microlitros

nm - nandémetro

NPCR — nested PCR

ORF — open reading frames; fase ou banda aberta de leitura
OSCC - oral squamous cell carcinoma; carcinoma espinocelular bucal
PCR — polymerase chain reaction; reagdo em cadeia da polimerase
pRb — proteina retinoblastoma

RT-PCR - real time -PCR; PCR em tempo real

SCC - squamous cell carcinoma; carcinoma espinocelular



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Table 1 Distribution of study subjects according to selected characteristics.................... 43
Table 2 Distribution of study subjects according to HPV status ....................ocooin. 45

Table 3 Socio-demographic characteristics, tumor information and HPV Type for to
all HPV-positive patients. ..., 46

Quadro 1 Prevaléncia de HPV em carcinoma espinocelular em estudos da literatura..................... 51



SUMARIO

CAPITULO 1 INTRODUGAO E OBJETIVOS ...........coeeecceeeeeeeean, 09
1.1 INTRODUGAOD ..ottt 09
1.1.1 Carcinoma EspinocelularBucal......................ccccooiiiiiiiii, 12
1.1.2 Papilomavirus HumMano..................cc.coooooiiiiiiic e, 14
1.1.3 Papilomavirus Humano e Carcinoma Espinocelular Bucal........... 17
1.2 OBUETIVOS ...ttt 27
1.2.1 Objetivo Geral ..o 27
1.2.2 Objetivos EsSpecifiCos ............ccoovviiiiiiiiiii 27
1B HIPOTESE ... 27
CAPITULO 2 ARTIGO ...ttt 28
CAPITULO 3 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES ..................... 47
3.1 CONSIDERAGOES FINAIS ......oouvieiieeieeeeeeeeeeee e 47
3.2 CONCLUSOES ..ottt 55
REFERENCIAS .........oooiiiiiiiiiiiiicieis ettt 56
ANEXOS ..o 71

APENDICE ... e, 78



10

CAPITULO 1 — INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUGAO

O Ministério da Saude estimou para o ano de 2008, no Brasil, o surgimento de
351.720 casos novos de cancer, sendo, nos homens, principalmente por neoplasia
de prostata e de pulméao e, nas mulheres, por neoplasia de mama e de colo uterino
(a excegéo de pele ndo melanoma). No que diz respeito ao cancer bucal, estima-se
que ocorrerdo 10.380 casos novos em homens e 3.780 em mulheres, dos quais
1.050 provavelmente na regido Sul do pais, atingindo 14,97% dos homens e 3,96%
das mulheres (BRASIL, 2008).

De acordo com a Classificagdo Internacional das Doengas (/nternational
Classification of Diseases, Tenth Revision [ICD-10]), o cancer bucal refere-se a um
subgrupo de alteragbes malignas da cabega e do pescogo que se desenvolvem nos
labios, lingua, gléndulas salivares, gengiva, assoalho da boca, orofaringe,
superficies bucais e outras localizagdes intrabucais. Todavia, o termo tem sido
utilizado como sinénimo de carcinoma espinocelular (CEC) de origem na mucosa
bucal, representando cerca de 90-95% de todas as alteragbes presentes nos sitios
anteriormente mencionados. A Organizacdo Mundial da Saude apresenta o CEC
como o 6° cancer mais prevalente no mundo, com incidéncia bastante variavel nas
diferentes regides, apresentado a maior prevaléncia no sudeste asiatico e na india
(CHANG et al., 1990; CHANG et al.,, 1991; LAKSHMI; NAIR; PILLAI, 1993; LA
VECCHIA et al., 1997; TSANTOULIS et al., 2007; BRASIL, 2008).

A etiologia do carcinoma espinocelular bucal (CECB) & bastante complexa,
estando associada a diversos fatores como tabaco e/ou alcool, exposi¢ao cronica ao
sol, infecgdes por virus e componente familiar. Apesar de o tabaco e o alcool serem
fatores independentes, sua associagdo aumenta consideravelmente o risco de o
individuo desenvolver esse tipo de lesdo (ORD; BLANCHAERT, 2000; OLIVEIRA,;
ODELL, 2000; SCIUBBA, 2001; TSANTOULIS et al., 2007). Sundefeld (1999)
observou, em seu estudo, que cerca de 12% dos pacientes que apresentavam
CECB nao fumavam e 18% nao bebiam. Dahlstrom et al. (2008), em um estudo

epidemiologico prospectivo com 172 pacientes que nunca fumaram ou beberam e
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com 1131 pacientes que fumaram e beberam, observaram que o primeiro grupo era
preferencialmente composto por mulheres e que estas apresentaram uma proporgao
mais elevada de cancer da cavidade bucal e da orofaringe. Tais observacgdes
sugeriram que, além dos fatores classicos, outros poderiam estar envolvidos com o
desenvolvimento do tumor.

Entre os outros fatores relacionados com o CECB estdo as imunodepressdes,
os componentes da dieta, as infec¢gdes fungicas e, conforme apontam algumas
pesquisas, a presencga de alguns virus, em especial o papilomavirus humano (HPV)
(COX; SCULLY; MAITLAND, 1991; MILLER; WHITE, 1996; MCGLENNEN, 2000;
SCULLY; FIELD; TANZAWA, 2000; MILLER; JOHNSTONE, 2001; HERRERO, 2003;
HERRERO et al.,, 2003; HA; CALIFANO, 2004; SCHIFFMAN et al., 2005;
SYRJANEN, 2005; LI, STURGIS, 2006; FURNISS et al., 2007; TERMINE, 2008).

O papel do HPV na carcinogénese cervical ja esta bem estabelecido na
literatura (zur HAUSEN, 2000). Devido a semelhanga entre a mucosa do colo uterino
e a mucosa bucal, foi sugerida a possibilidade da associagdo do HPV com a
carcinogénese bucal, especificamente nas lesdes de CECB (SYRJANEN et al.,
1983a; SYRJANEN et al., 1983b; SYRJANEN et al., 1983c; SYRJANEN et al., 1987).
O mecanismo molecular do HPV de indugao a carcinogénese envolve especialmente
as oncoproteinas E6 e E7. A expressao dessas proteinas virais ha mucosa bucal
infectada por HPV poderia contribuir para o desenvolvimento do CECB (PERRONE
e PREMOLI-DE-PERCOCO, 1992; ARRAND; HARPER, 1998; MCKAIG; BARIC;
OLSHAN, 1998; HA; CALIFANO, 2004; LI; STURGIS, 2006; MADKAN et al., 2007).

Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de elucidar o papel do HPV
na carcinogénese do CECB. Os resultados desses estudos apontam o HPV 16 e o
HPV 18 como os mais frequentes nas amostras estudadas (WATTS; BREWER,;
FRY, 1991; YEUDALL; CAMPO, 1991; NAIR; PILLAI, 2005; RAGIN; MODUGNO;
GOLLIN, 2007). Todavia, apresentam uma grande variabilidade na prevaléncia,
variando de 0% até 100%. Um estudo realizado por Miller e White (1996) observou
uma maior detecgdo do DNA viral em amostras congeladas (51,6% - 115 de 223) do
que em amostras embebidas em parafina (21,7% - 136 de 628), sendo esta
diferenga estatisticamente significativa (p<0,001). As causas mais provaveis para
essas discrepancias nos valores, segundo os autores, estariam relacionadas com a

metodologia utilizada nos estudos, existindo uma diferenga significativa nos achados
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de HPV entre amostras provenientes de biopsia fresca congelada ou de bloco de
parafina da lesao.

Segundo Smith et al. (2004a), um aspecto metodoldgico importante é o
cuidado em utilizar somente tecido alterado para a analise molecular, eliminando o
tecido normal circunvizinho, passo que permitiria afirmar que o DNA viral estaria
presente nas células do tumor e ndo nas células da mucosa normal circunvizinha.
Todavia, os estudos presentes na literatura ndo deixam claro em sua metodologia o
cuidado de analisar exclusivamente o tecido alterado.

O ensaio utilizado para detec¢ao do HPV também é um fator importante a ser
considerado, pois diferentes técnicas apresentam diferentes sensibilidades. Os
estudos de Frazer et al. (1993), de Miller e White (1996) e de Miller e Johnstone
(2001), comparando a reagao em cadeia da polimerase (PCR), a hibridizag&o in situ
(ISH) e a imunohistoquimica (IHC) para deteccdo de HPV em material de biopsia
congelado e blocos parafinados, concluiram que a detecgédo era mais eficiente no
tecido congelado e que a PCR foi mais sensivel que as demais. Segundo Carmo e
Fiorine (2007), a técnica da PCR apresenta maior sensibilidade, especificidade e
velocidade de analise, sendo o método molecular de escolha mais eficiente para o
diagndstico do HPV.

Desde os anos 80, tem havido uma preocupacdo com a padronizacdo de
métodos laboratoriais para a deteccéo e tipificacdo dos HPVs nas lesbes por eles
infectadas. Tal procedimento é um passo importante no monitoramento temporal e
idade-associado frente as mudangas de prevaléncia dos varios tipos de HPV ja
identificados. Além disso, permitiia o desenvolvimento de vacinas para os HPV
predominantes na populagao (WOO et al., 2007; STEINAU et al., 2008). A industria
tem desenvolvido sistemas de deteccao e tipificacdo do DNA viral com maior
sensibilidade e especificidade. A diferenca entre os sistemas desenvolvidos esta na
sua sensibilidade e na sua capacidade de detectar todos os gendtipos de HPV
oncogénicos (HUBBARD, 2003; STEVENS et al., 2007; DALSTEIN et al., 2008). Sao
exemplos comerciais o PapilloCheck test, Digene HPV Test, Roche Molecular
Systems.

Nos ultimos 40 anos, tem-se observado uma marcada diminuigdo mundial no
consumo de tabaco e alcool, principais fatores de risco associados ao CECB. Ainda,
15-20% dos pacientes com diagndstico para CEC da cabega e pescogo nao

apresentam histéria de tabaco ou alcool. Todavia, tem havido um aumento da
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incidéncia do CEC, principalmente na lingua, e em pacientes cada vez mais jovens
(PETRINI et al., 2006; LIANG, et al., 2008).

1.1.1 Carcinoma espinocelular bucal

O carcinoma espinocelular bucal (CECB), também conhecido como de células
escamosas ou epidermoide, representa cerca de 90-95% das neoplasias malignas
da cavidade bucal. Caracteriza-se clinicamente por ser uma les&o ulcero-vegetante
de bordas elevadas e com base endurecida, localmente agressiva, podendo
apresentar diferengas de acordo com a localizagdo. Essa lesdo tem por localizagao
preferencial o labio inferior (38%), a lingua (22%) e o assoalho da boca (17%). Os
demais 23% distribuem-se nas gengivas, no palato, nas tonsilas, no labio superior,
na mucosa jugal e na tvula (SYRJANEN, 2003; PETRINI et al., 2006).

O desenvolvimento e a progressao do cancer bucal apresentam,
principalmente, dois fatores de controle iniciais. O primeiro € a hiperproliferacao das
células, que pode ndo ser obrigatéria. O segundo e essencial fator para sua
ocorréncia é o desenvolvimento de uma instabilidade genética caracterizada por um
aumento da taxa de alteracbes do DNA. Assim como em outros tipos de cancer, a
neoplasia bucal maligna é multifatorial, acabando por determinar o desenvolvimento
de um fendtipo alterado. Desse modo, seu diagndstico precoce € fundamental para o
sucesso do tratamento, o qual deveria iniciar antes do estabelecimento da neoplasia
intra-epitelial e, certamente, antes da invasao tecidual (ORD; BLANCHAERT, 2000;
MASSANO et al., 2006).

Numerosos fatores contribuem para o desenvolvimento do cancer bucal. O
estudo desses fatores deveu-se a técnicas epidemioldgicas, iniciadas pela pesquisa
realizada por Wynder e colaboradores no ano de 1957 em um grupo de homens e
mulheres americanos que foram a obito em consequéncia de um cancer bucal
(SHAFER; HINE; LEVY, 1987; ORD; BLANCHAERT, 2000).

Estudos epidemiologicos permitiram tragcar um perfil do paciente de risco para
o desenvolvimento do CECB. Fazem parte do grupo de risco homens brancos,
acima dos 40 anos e que estdo continuamente expostos aos fatores de risco

associados ao tumor. Assim, a etiologia do cancer bucal € complexa e envolve
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fatores como idade, género, raga, estilo de vida, heranga genética, estado de saude,
condigdo socioeconémica e exposicdo a um ou mais agentes cancerigenos
(MASSANO et al., 2006; CHATURVEDI et al., 2008).

Os principais fatores de risco e os melhor documentados na literatura sao
representados pelo uso do tabaco, do alcool, pela combinacdo de ambos e pela
exposicao a luz solar (especialmente para o carcinoma de labio inferior) (WOODS et
al.,, 1993; ORD; BLANCHAERT, 2000; OLIVEIRA; ODELL, 2000; MASSANO et al.,
2006). O risco aumenta cerca de 4 até 6 vezes nos pacientes com consumo médio
ou alto de tabaco, estando também relacionado com a precocidade da aquisi¢cao do
habito e de sua duracdo (MERLETTI et al., 1989). Também é observado que o risco
para o desenvolvimento de CECB aumenta com a inclusdo do habito de fumar entre
os nao-fumantes, e que o risco chega a ser 35 vezes maior nos que consomem fumo
(mais de 2 macgos por dia) e alcool (mais de 4 doses por dia) (BLOT et al., 1988).

Quanto a idade, é importante observar que o tumor pode ocorrer em
individuos jovens, apesar de pouco frequente. Quanto ao género, ele é mais
prevalente em homens, mas a disparidade na taxa homens/mulheres tem-se tornado
menor, provavelmente porque as mulheres estdo se igualando aos homens na
exposicao aos fatores de risco ja citados. Quanto as condigdes socioecondémicas, €
mais prevalente em pessoas de baixa renda e pouca escolaridade (SHAFER; HINE;
LEVY, 1987; NEVILLE; DAY, 2002; MASSANO et al., 2006).

Contudo existem casos em que o CECB se desenvolve em individuos que
nao estdo expostos aos elementos de risco associados mais importantes e
conhecidos. Foram sugeridos como possiveis fatores etiologicos, a dieta, os fatores
locais e as infecgdes fungicas ou virais. Dentre os virus, o papel do papilomavirus
humano tem sido estudado por sua associagcado a neoplasias, por sua capacidade de
imortalizar queratindcitos e pelo fato de que sua agdo na mucosa bucal poderia ser
similar @ que ocorre no colo uterino, devido a semelhanga entre os tecidos dessas
areas (SYRJANEN et al., 1983a; ARRAND; HARPER, 1998; MASSANO et al., 2006;
GONZALEZ et al., 2007).
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1.1.2 Papilomavirus humano

O papilomavirus € um virus epiteliotrépico cuja particula viral mede cerca de
55 nm, sem envelope, com capsideo icosaédrico formado por 72 capsémeros e
genoma circular de DNA de fita dupla, com aproximadamente 7500-8000 pares de
bases. Seu genoma pode ser dividido em trés regides principais: a controladora
(LCR), a precoce (E=early) e a tardia (L=late). A regido controladora esta
relacionada com a origem da replicagcdo e com os elementos que regulam a
expressdo génica dos HPVs. A regido precoce codifica proteinas funcionais
envolvidas no controle da transcri¢gao, na replicagdo e no potencial carcinogénico do
virus. As proteinas E6 e E7 atuam na imortalizacdo e transformacao celular, sendo
sempre expressas nos tumores malignos de cérvice uterina. A regido tardia codifica
as proteinas estruturais L1 e L2, componentes do capsideo viral (Anexo 1)
(PERRONE e PREMOLI-DE-PERCOCO, 1992; ARRAND; HARPER, 1998;
MCKAIG; BARIC; OLSHAN, 1998; PHILLIPS; VOUSDEN, 1998; LI; STURGIS,
2006). Atualmente, sdo conhecidos mais de 200 tipos de HPV e provavelmente
muitos ainda estdo por serem descobertos (RITCHIE et al., 2003; MUNGER et al.,
2004).

A proteina E6 apresenta cerca de 150 aminoacidos. E capaz de induzir
importantes modificacbes na célula hospedeira, apresentando efeito anti-apoptético.
Sua acdo faz-se pela degradacdo das proteinas pro-apoptoticas Bak e p53. A
proteina E6 associa-se a uma proteina celular, a E6-AP (E6-associated protein), e o
complexo EG6/E6-AP se liga a p53, inibindo sua atividade e levando a sua
degradagao pela via da ubiquitina. A proteina p53 é uma reguladora negativa do
crescimento celular, porém, na presenca de E6, a sua resposta ao dano do DNA fica
impedida, n&o induzindo a parada do ciclo celular na fase G1 ou a apoptose como
normalmente aconteceria (ARRAND; HARPER, 1998; zur HAUSEN, 2000; HA;
CALIFANO, 2004; HOFFMANN et al.,, 2004; NAIR; PILLAI, 2005; LI; STURGIS,
2006; HEBNER; LAIMINS, 2006; RAGIN; TAIOLO, 2007).

A proteina E7 apresenta 98 aminoacidos e também esta associada a
transformacgdes na célula hospedeira, atuando principalmente pela ligagcédo com a
proteina ritinoblastoma (pRb). A pRb é uma proteina supressora tumoral que atua

impedindo a progressao do ciclo celular no ponto de controle G1/S. Essa capacidade
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estaria impedida na presenca da proteina viral E7. A desestabilizacdo da pRb por
acao da E7 permite a liberacdo de E2F do complexo pRb/E2F. Isso permite que o
E2F, um regulador da transcricdo de genes associados a proliferagao celular,
transative os genes relacionados com a fase S do ciclo celular. Assim, E6 e E7 sao
capazes de imortalizar queratindcitos e induzir a sintese de DNA em células
quiescentes. Todavia, somente a acdo destas duas proteinas é insuficiente para o
desenvolvimento de um fenétipo maligno (ARRAND; HARPER, 1998; SYRJANEN et
al., 1999; zur HAUSEN, 2000; LAZZARI, 2002; HOFFMANN et al., 2004; QUEIROZ;
2006; RAGIN; MODUGNO; GOLLIN, 2007).

De modo geral, o HPV induz a proliferacdo de células epiteliais da pele e da
mucosa, que apresentam crescimento limitado e podem regredir espontaneamente.
O tempo de incubacdo é bastante variavel, ainda sendo pequeno o conhecimento
sobre o tempo de laténcia ou persisténcia no organismo. A maioria dos tipos
apresenta tropismo, por vezes exclusivo, pelo tecido que infecta. Ha muito tempo os
HPVs sao conhecidos como causadores de tumores benignos (papilomas, verrugas
comuns, condilomas), frequentemente estando envolvidos nas transformacgdes
malignas, principalmente da cérvice uterina e, atualmente, da cabeca e pescogo
(PSYRRI; DIMAIO, 2008).

A infeccéo viral inicia quando a particula atinge e penetra nas células basais
do epitélio, em células indiferenciadas e/ou em divisdo. Uma vez ocorrida a
internalizagao na célula hospedeira, a replicagcao acontece exclusivamente no nucleo
celular. Os mecanismos da invasdo viral na célula hospedeira, ainda que nao
totalmente elucidados, estao relacionados com as integrinas o631 e o634 (CHANG
et al., 1991; QUEIROZ, 2006).

A mucosa da cavidade bucal, por sua similaridade com a mucosa uterina
cervical, também pode servir como um reservatério para as infecgdes por HPV. A
rota de transmissao para a cavidade bucal e orofaringe ndo esta bem estabelecida e
ainda é motivo de discussado. A transmissado sexual pelo contato orogenital tem sido
sugerida (SCULLY et al., 1988; PERRONE e PREMOLI-DE-PERCOCO, 1992;
MCKAIG; BARIC; OLSHAN, 1998; SCULLY, 2005). O estudo de caso-controle de
Ritchie et al. (2003), porém, n&o associou o contato orogenital com o risco de cancer
bucal pela presenca de HPV. Todavia, numa comparagdo caso-caso, a
probabilidade do tumor ser positivo para HPV aumenta com a histéria de contato

orogenital ou com um numero elevado (>6) de parceiros sexuais durante a vida. As
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formas de transmissao vertical pelo parto, a transmissao digital e a transmissao por
fémites contaminados por HPV também foram sugeridas como possiveis,
principalmente na presenca de superficies epiteliais maceradas ou abrasionadas
(FRANCESCHI et al., 1996; MCKAIG; BARIC; OLSHAN, 1998).

As lesdes bucais associadas com o HPV podem ser classificadas em dois
grandes grupos de acordo com seu comportamento bioldgico: lesdes benignas e
lesdes pré-malignas ou malignas. As lesdes bucais benignas incluem o papiloma de
células escamosas, a verruga vulgar, o condiloma acuminado e a hiperplasia focal
epitelial. Esta bem documentada na literatura a clara associagédo dessas lesdes com
o HPV. Os principais tipos ja identificados nas alteragdes benignas, pré-malignas ou
malignas sao os tipos 2, 4, 6, 7, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35 e 57. Sete deles (6, 11,
16, 18, 31, 33 e 35) foram isolados de mucosa normal (SYRJANEN et al., 1983a;
SYRJANEN et al., 1983b; SYRJANEN et al., 1983c; SYRJANEN et al., 1987;
GASSENMAIER; HORNSTEIN, 1988; GARLICK; TAICHMAN, 1991; MILLER;
WHITE, 1996).

Dentre os tipos de HPV conhecidos, alguns sao classificados como “HPV de
alto risco” (HR-HPV, high risk HPV) ou oncogénicos, devido a sua frequente
associagdo com processos neoplasicos malignos, sendo 0s principais
representantes os HPVs 16, 18, 31, 33 e 35. Os HR-HPVs foram detectados em
mais de 90% das lesdes de carcinoma epidermdide do colo uterino, estando bem
estabelecida sua associagao com a presenga de tumores malignos nesse tecido (zur
HAUSEN, 2000; LORINCZ et al., 1992; GIOVANELLI et al., 2002). Um estudo de
acompanhamento realizado por Walboomers et al. (1999) envolvendo mais de 1000
pacientes mostrou que 99,7% dos canceres de colo uterino apresentam DNA de
HPV e provou que a pequena porcentagem de tumores negativos para HPV
encontrada inicialmente por eles na realidade eram falso-negativos, pois, se o
exame fosse repetido ou nova coleta de material fosse realizada, o resultado seria
positivo para HPV. Apesar de os HR-HPVs terem sido identificados em lesdes
malignas da cavidade bucal, eles também foram encontrados na mucosa normal,
mostrando que o seu papel no desenvolvimento de tumores da cavidade bucal ainda
precisa ser melhor elucidado (CASTRO; BUSSOLOTI FILHO, 2006).

A prevaléncia de carcinoma bucal relatada como associada ao HPV
apresenta-se muito variavel (0% até 100%), provavelmente devido as diferencas de

sensibilidade dos diversos ensaios utilizados para sua deteccdo, desenho dos
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estudos, cuidados na coleta das amostras, dentre outros fatores. Existem varios
meétodos para diagnosticar a infeccdo por HPV nos tecidos, como pelo aspecto
caracteristico da mucosa, por microscopia Optica e eletrénica, por IHC, por ISH e
pela PCR. Nos estudos iniciais que procuraram verificar a técnica mais adequada, a
PCR se mostrou a mais sensivel para deteccdo do HPV na mucosa bucal
(MAITLAND et al., 1989; CHANG et al.,, 1990 e 1991; SHROER; GREER, 1991;
FRAZER et al., 1993; WOODS et al., 1993; HOLLADAY; GERALD, 1993).

Uma revisao da literatura realizada por Sugerman e Shillitoe (1997) sobre HR-
HPV e cancer bucal concluiu que os HPVs do tipo 16 e 18 sdo os mais frequentes,
sendo que a infecgao por estes virus pode ser um co-fator na carcinogénese bucal,
devido a sua capacidade de imortalizar queratindcitos. O virus é particularmente
encontrado nos carcinomas de lingua e tonsilas palatinas (SCHWARTZ et al., 1998;
GILLISON et al., 2000; KREIMER et al., 2004).

Segundo Cox, Scully e Maitland (1991), existe evidéncia de que ocorra uma
delecao na regiao tardia do genoma do HPV 16. Isso ndao é comum, uma vez que 0s
genes tardios do HPV 16 codificam proteinas estruturais envolvidas na montagem da
nova particula viral e no reconhecimento de receptores de superficie da célula
hospedeira. E possivel que essa delecdo dos genes tardios nas cepas de epitélio
bucal permita interacbes especificas entre as proteinas do capsideo viral e os
receptores do epitélio bucal (MEANWELL et al., 1987; HA; CALIFANO, 2004).

1.1.3 Papilomavirus Humano e Carcinoma Espinocelular Bucal

A possibilidade de existir uma relagao entre o estabelecimento do CECB e a
infeccdo por HPV foi relatada inicialmente por Syrjanen e colaboradores (1983a, b,
c), e continua sendo alvo de inumeros estudos. Muitas lesbes bucais mostram que
fatores combinados, incluindo a presenca de HPV, aumentam o risco de
transformacado maligna celular (KASHIMA et al., 1990; PALEFSKY et al., 1995;
REGEZI; SCIUBBA, 2000).

Os estudos de Syrjanen et al. (1983a; 1983b; 1983c; 1987) foram os primeiros
a observar que a infecgdo por HPV poderia determinar alteragbes malignas nas

células epiteliais da mucosa bucal. Syrjanen et al. (1983c) observaram que, das 40
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amostras parafinadas de CECB analisadas por microscopia 6ptica para verificar
possiveis caracteristicas histologicas de infec¢cao por HPV, 14 (35%) mostravam a
presencga de coildcitos. Utilizando a IHC, os autores sugeriram que a presenga do
HPV poderia ser o fator responsavel por lesbes como o papiloma de células
escamosas, a hiperplasia focal e o condiloma acuminado, também podendo estar
envolvido na etiologia do cancer bucal.

A partir destes estudos iniciais, surgiram, na literatura, inUmeras pesquisas
que buscavam estabelecer a relacdo da infeccdo por HPV e as lesdes bucais,
benignas e malignas. Elas variavam principalmente nas técnicas usadas para a
deteccdo do DNA viral. Testes de biologia molecular, como o Southern Blot (SB)
(LONING et al., 1985) e ISH (MILDE; LONING,1986; GASSENMAIER; HORNSTEIN,
1988; GREER; EVERSOLE; CROSBY, 1990; BUSTOS et al., 1999), foram
utilizados. Todavia, Chang et al. (1990), utilizando as técnicas de ISH e PCR,
concluiram que a PCR era o método mais rapido e sensivel para deteccdo de um
baixo numero de cépias de sequéncias do DNA do HPV. Ainda, enfatizaram que a
PCR deveria ser incluida em programas de screening de HPV, permitindo acessar a
real prevaléncia de infec¢gdes pelo virus nas lesdes bucais. Estudos subsequentes
também confirmaram esta observagao (WATTS; BREWER; FRY, 1991; YEUDALL;
CAMPO, 1991; MCKAIG; BARIC; OLSHAN, 1998; BADARACCO et al., 2000; UOBE
et al., 2001; LAZZARI et al., 2004; DABIE et al., 2004; BOY et al., 2006), sugerindo
que a PCR parecia ser uma técnica efetiva para a identificacdo do DNA do HPV em
materiais biopsiados de lesdes bucais (SHROYER; GREER, 1991).

Maden et al. (1992) estudaram 131 pacientes com diagnostico confirmado
para CECB e 136 com mucosa normal. Os autores verificaram, por meio da técnica
da PCR, que o risco para cancer bucal em homens infectados pelo HPV 16 era 6.2
vezes maior do que nos homens néo infectados.

Holladay e Gerald (1993) utilizaram, pela primeira vez em seu estudo, primers
(oligonucleotideos iniciadores) universais que permitiram a detecgao de varios tipos
de HPV em lesbes bucais pela técnica da PCR. O tipo 16 foi o mais prevalente nas
lesdes analisadas. Os autores concluiram que a presenca do HPV nessas alteragdes
nao malignas poderia predispor o paciente a subsequente carcinogénese como um
veiculo para a iniciacdo ou progressao do CECB, ou simplesmente por atuar como
um co-carcindgeno na génese dessa patologia. Dentre os tipos de HPV detectados

nas lesdes de CECB, os mais prevalentes sdo o HPV 16 e o HPV 18, sendo maior a
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prevaléncia do primeiro (CHANG et al., 1990; MADEN et al., 1992; MCKAIG; BARIC;
OLSHAN, 1998; PILLAI et al., 1999; SISK et al., 2000; BADARACCO et al., 2000;
SOARES et al., 2007; GIOVANNELLI et al., 2002; HERRERO et al., 2003; NAIR;
PILLAIL, 2005).

Miller e White (1996) fizeram uma revisdo de literatura de estudos
epidemiologicos (n=58) sobre o papel do HPV em lesdes bucais. Apesar das
limitagdes do estudo (relatadas no artigo), os autores puderam concluir que o
envolvimento do HPV no processo neoplasico bucal estava bem evidenciado na
literatura. A prevaléncia do virus aumentava com a progressdo da displasia. A
deteccao do HPV nas lesdes de CECB foi duas vezes maior que na mucosa normal.
A presenca do DNA de HPV foi 11 vezes mais frequente no tecido tumoral do que na
mucosa bucal distante da lesdo. O fendtipo viral identificado no tumor primario
manteve-se em 76% das metastases linfaticas.

Cruz et al. (1996) detectaram a presenca do HPV em 54,3% (n=26) das
amostras de CECB. A maioria dos casos positivos (78,9%) apresentou o HPV 16. Os
autores nao detectaram o virus nas amostras de mucosa normal do grupo controle.
Além disso, foi possivel estabelecer uma associagédo altamente significativa entre a
idade e a presenca de HPV, os pacientes com mais de 60 anos apresentando uma
baixa prevaléncia do virus (29,4%) quando comparados com 0s pacientes abaixo
dessa idade (77,8%; p < 0,05).

Schwartz et al. (1998), em um estudo de caso-controle, observaram algumas
variaveis importantes associadas com CECB. O estudo confirmou as associacgdes ja
conhecidas com o fumo, o alcool ou a combinagdo de ambos, a ultima aumentando
em 11 vezes o risco para o desenvolvimento da lesdo. Para ambos os géneros, as
associacdes com a historia sexual foram extremamente fortes nos tumores onde o
HPV foi detectado. Também, foi observado que a razdo de proporg¢ao (odds ratio)
para o HPV 16 dos individuos no grupo de casos que haviam praticado sexo oral
com 5 ou mais parceiros foi de 2,1. Na populacdo em estudo, o HPV 16 foi detectado
em 16,5% (41 de 248) dos CECB. Os resultados ndo apresentaram fortes evidéncias
de que a rota de transmissao sexual sustente as infecgdes bucais por HPV com o
risco para o cancer bucal. A condigdo socioeconémica dos analisados também foi
observada, verificando-se que a baixa renda familiar estava diretamente associada a

um aumento do risco para CECB.
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Smith et al. (1998) realizaram um estudo para determinar a freqiéncia e os
tipos de HPV em pacientes com CECB e saudaveis. Variaveis como idade, género,
uso de tabaco ou/e alcool, atividade sexual, raca, estado civil e educagao foram
analisadas. Um resultado extremamente significante foi que o HPV estava associado
ao aumento do risco para o cancer bucal independentemente da exposicdo ao
tabaco ou alcool.

No estudo de Pillai et al. (1999), os HPVs16 e 18 estavam presentes em 39
das 61 amostras de CECB. Os autores ainda observaram que a proteina viral E6
encontrava-se em 22 das 36 lesées HPV-positivas. Também, havia uma correlagao
significativa entre a extensao da anormalidade histolégica e a infecgéo pelo virus.

Al-Bakkal et al. (1999) utilizaram o método da transcriptase reversa
associada a PCR in situ para detectar e determinar a expressdo do mRNA (RNA
mensageiro) de E6. Foram estudadas 79 lesbes benignas, cancerizaveis e malignas
em uma populacdo de individuos com e sem imunodepressdo. Os autores puderam
observar que, nas lesdes cancerizaveis e nas malignas, a expressdo do mRNA de
E6 era 16 vezes maior que nas lesbes benignas. Perceberam, ainda, que os
individuos imunodeprimidos expressavam 10 vezes mais 0 mRNA de E6 do que os
nao deprimidos. Tais dados permitiram aos autores concluir que a integragdo do
virus no genoma de um hospedeiro imunodeprimido poderia desempenhar um papel
no desenvolvimento do CECB.

Sisk et al. (2000) buscaram verificar se havia diferenga na prevaléncia de
lesbes de CEC da cabecga e pescocgo infectadas por HPV em grupos de pacientes
adultos jovens (idade média 39 anos) e de pacientes idosos (idade média 66 anos).
O estudo ndo encontrou uma diferenga estatistica significativa, sugerindo que o virus
desempenharia um papel similar em ambos os grupos. Das amostras contendo HPV
(15 de 32), 60% apresentavam o tipo 16 (9 de 15). A técnica utilizada foi a PCR. Um
dado interessante foi que os autores encontraram um taxa de sobrevivéncia maior
no grupo que apresentava as lesdes contaminadas pelo virus.

Badaracco et al. (2000) estudaram a prevaléncia do HPV em 66 pacientes
com tumor, sendo que 38 se localizavam na cavidade bucal. O DNA do HPV foi
detectado pela técnica da PCR, reconhecendo os genes early e late. Vinte e quadro
casos (36,4%) estavam infectados pelo virus. O HPV 16 estava presente em 7 das

12 lesbes positivas. Os autores ndo encontraram associagao significativa entre a
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presencga do virus e as demais varaveis estudadas (idade, género, estagio do tumor,
grau de diferenciagao e uso de alcool e/ou tabaco).

Gillison et al. (2000) fizeram um estudo retrospectivo sobre o papel do HPV
na etiologia dos tumores malignos da cabecga e pescogo. O HPV foi detectado em
25% da amostra (62 em 253). O tipo 16 foi encontrado em 90% dos tumores HPV-
positivos. Um dado interessante é que, de forma similar aos achados de Sisk et al.
(2000), os autores observaram que os pacientes que apresentavam suas lesdes
infectadas pelo virus tiveram uma redugao do risco de morte pelo tumor de 59%.

Um estudo brasileiro realizado por Vidal et al. (2001; 2004), em 40 amostras
de carcinoma bucal coletadas por citologia esfoliativa, utilizando a captura hibrida
(Digene), obtiveram com resultados a presenga de HPV de baixo e alto risco em
22,5% (n=9) das amostras.

Premoli-de-Percoco e Ramirez (2001) realizaram um estudo com 50 mulheres
venezuelanas pesquisando HPV e o tipo presente nas bidpsias de lesbées de CECB
e quais os fatores associados que poderiam favorecer a persisténcia do virus. O
virus foi detectado em 30 (60%) lesdes, localizadas principalmente na lingua (30%),
na mucosa bucal (16,7%) e no assoalho da boca (16,7%). A idade de maior
incidéncia do virus no CECB foi em mulheres entre 50 até 69 anos. O estudo
permitiu observar que o HPV 16 estava mais associado a lesdes em estagio clinico
inicial, enquanto o HPV 18 foi verificado em estagio clinico mais avangado. As
pacientes HPV-positivas também eram fumantes (86,6% - 26/30), bebiam
socialmente (63,3% - 19/30) e apresentavam oito ou mais parceiros sexuais (66,6% -
20/30). Ainda, os autores verificaram que o aumento da incidéncia do tumor estava
associado com o baixo nivel educacional, a idade precoce da primeira relagao, entre
outros fatores.

O estudo de Mork et al. (2001) confirmou a hipotese de que o HPV 16 poderia
ser um fator de risco para o CEC da cabeca e pescoc¢o, pacientes soro-positivos
para o virus apresentando um risco maior (2,2) que o observado em outros tipos de
HPV. Ainda, ndo houve diferencga significativa de risco entre homens e mulheres.
Contudo, o estudo nao foi capaz de demonstrar a relacdo causa-efeito entre a
infecgao por HPV 16 e o CEC da cabeca e pescoco.

Um estudo, abrangendo o periodo de 1982 até 1997, foi realizado por Miller e
Johnstone (2001). Os autores buscaram estimar o risco de detecgdo do HPV na

mucosa bucal normal, em lesdo cancerizavel e no carcinoma bucal usando a meta-
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analise. Relatos de casos, séries clinicas e artigos de revisao publicados em revistas
de lingua inglesa foram pesquisados no MedLine, de janeiro de 1980 até agosto de
1998. Dados de 94 artigos que analisaram cerca de 4680 amostras foram incluidos
no estudo. Feitos os devidos ajustes, os autores puderam concluir que o HPV foi
detectado de 2 a 3 vezes mais na mucosa de lesbes pré-malignas e 4,7 vezes no
carcinoma bucal que na mucosa normal. Tais achados apresentaram evidéncia
quantitativa de que a infeccdo bucal pelo HPV, particularmente pelos tipos
oncogénicos, seria um fator de risco independente significante para o CECB.

Sugiyama et al. (2003) buscaram esclarecer a associagao do HPV (os tipos
16 e 18) com a carcinogénese bucal, especialmente nos estagios iniciais. Para isso,
os autores analisaram amostras obtidas do epitélio bucal normal (n=44), com
displasia (n=51) e com CEC (n=86), utilizando a técnica da PCR. O HPV 16 foi
detectado em 36% (16) das amostras de mucosa normal. Nas amostras de tecido
com displasia, 61% (31) foram positivas para o DNA do HPV 16. E importante
observar que o DNA do HPV 16 foi detectado em 18 das 22 displasias (82%) que
evoluiram para CEC, mas foi encontrado em apenas 13 das 29 displasias (45%) que
nao progrediram para carcinoma. O HPV 18 nao foi observado em nenhuma das
amostras de tecido normal ou displasico. O HPV 16 foi detectado em 35% das
lesbes de CEC e o HPV 18, em apenas duas lesbes. O estudo verificou que os
pacientes com displasia apresentavam 40 anos ou mais. A mesma idade foi
observada para o CEC, mas o tumor aumentava sua taxa a cada década de vida. Os
resultados permitiram sugerir que o HPV 16 poderia estar correlacionado com os
estagios iniciais da carcinogénese bucal. Ainda, possibiltou aos autores
especularem sobre a possibilidade de o virus poder agir como um iniciador da
proliferagdo, ndo sendo um requisito para a manutengcdo e para a progressao do
estado de malignidade.

Herrero et al. (2003) conduziram um dos unicos estudos multicéntricos de
caso-controle onde foram recrutados 1670 pacientes para o grupo caso, sendo que
1415 apresentavam cancer na cavidade bucal, e 1732 pacientes para o grupo
controle. Todos os participantes foram entrevistados, realizaram citologia esfoliativa
bucal e foram colhidas amostras de sangue. Foi realizada biopsia dos pacientes com
tumor. O DNA do HPV foi detectado pela técnica da PCR. Os resultados revelaram

que o tipo de HPV mais frequente foi o 16, que o virus desempenhava um papel na
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carcinogénese bucal e que o DNA viral foi detectado com maior frequéncia nos
individuos que tinham mais de um parceiro sexual ou praticavam sexo oral.

Um estudo de Smith et al. (2004a) buscou determinar se existiam diferencas
significativas entre fatores de risco e caracteristicas do tumor entre casos de cancer
HPV-positivo e negativo. A prevaléncia de HPV de alto risco foi de 20% nos casos
de cancer. Trés tipos de HPV foram identificados: 16 (87%), 18 (3%) e 33 (11%). Os
fatores de risco para o HPV de alto risco foram: idade jovem (< 55 anos), os mais
jovens com mais parceiros sexuais e a pratica de sexo orogenital ou oroanal. Quanto
as caracteristicas do tumor, as amostras de cancer com HR-HPV apresentaram uma
citologia esfoliativa positiva para HR-HPV, estagios mais avangados e envolvimento
de nddulos linfaticos. De acordo com estudos ja citados nesta reviséo, o estudo de
Smith et al. (2004a) pode concluir que a prevaléncia do HPV oncogénico & maior em
pacientes mais jovens e que esta tipicamente associada a transmissdo sexual do
virus. Além disso, o estudo levantou a possibilidade da utilizagdo da citologia
esfoliativa com um importante meio de diagndstico para os tipos de HPV presentes
em céanceres cervicais e de boca.

Zhang et al. (2004), buscando conhecer a prevaléncia de HPV 16 e 18 em
lesdes de CECB e na mucosa normal e correlacionar os dados de virologia com as
demais variaveis estudadas (tabaco, alcool, localizagdo e tamanho do tumor, grau
histolégico), ndo encontraram associagao significativa entre a presenca de HPV e
outros fatores de risco, mas observaram uma associag¢ao significativa (p=0,040) com
a presenca de HPV 16 e 18 nas lesbes de CECB, sendo os mesmos cofatores da
carcinogénese bucal, particularmente em homens com menos de 60 anos. Também
demonstraram que a infec¢ao por HPV é comum na mucosa bucal normal.

Tinoco et al. (2004) realizaram um estudo retrospectivo, a partir de blocos
parafinados, de lesées bucais malignas (CECB — 38 casos) e benignas (hiperplasia
epitelial papilomatosa e papiloma — 20 casos). Os autores n&do encontraram
associagao estatisticamente significativa entre a presenca de HPV e os casos de
CECB, mas esta foi positiva para as demais lesoes.

Correnti; Rivera; Cavazza (2004) buscaram verificar a prevaléncia de HPV em
16 lesbes de CECB de amostras parafinadas. Os autores verificaram que 50,0% das
amostras estavam infectadas por HR-HPV. Ainda que em 68,0% das amostras HPV-
positivas, o tumor foi classificado histologicamente como moderadamente

diferenciado e o local anatdmico mais prevalente foi o rebordo alveolar.
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Uma revisao sistematica de Kreimer et al. (2005), utilizando 60 estudos que
em sua metodologia usaram a técnica da PCR para detecgdo do DNA viral em CEC
da cabeca e pescoco, observaram que a presenca de HPV era muito mais
prevalente nos tumores da orofaringe (35,6%; n=969) do que nos da cavidade bucal
(23,5%; n=2642). O tipo mais presente foi o HPV 16 (86,7%).

Ibieta et al. (2005), em um estudo na populacdo mexicana com 51 casos de
CECB retirado de biopsias frescas congeladas e usando a técnica da PCR para
detecgédo do DNA viral, observaram o HPV presente em 42% dos pacientes, sendo o
tipo 16 (66,6%) o mais prevalente. O estudo n&o encontrou diferencas entre a
presenca ou auséncia de HPV em relacido aos habitos de fumo e alcool.

Hansson et al. (2005), em um estudo de caso-controle de CEC da boca e
orofaringe, observaram uma forte associagdo entre a infecgdo por HR-HPV e o
tumor; 36% (47; n=132 casos) dos tumores foram positivos para HPV,
principalmente o tipo 16 (81%), sendo que preferencialmente no localizados na
orofaringe e base da lingua.

Uma meta-analise e revisao sistematica, realizada por Hobbs et al. (2006),
buscou esclarecer o papel do HPV na carcinogénese da cabeca e pescogo. Esses
pesquisadores reuniram 17 estudos, em que buscaram comparar a presenca de
HPV em sitios especificos nos tumores da cabeca e pescogo (1656 casos de
cavidade bucal, 383 de orofaringe, 161 de tonsilas e 412 de laringe). Os resultados
permitiram concluir que o HPV era fator de risco para esses tumores, € que o
principal sitio de infecgdo eram as tonsilas.

Fakhry e Gillison (2006), em seu artigo de revisdo sobre a relagdo do HPV
com os tumores da cabegca e pescoco, observaram as implicacbes clinicas da
infecgcao viral. Os autores pontuaram que a infec¢ao pelo HPV pode estar alterando
variaveis demograficas dos pacientes com tumores da cabeca e pescogo. Eles
tendem a ser mais jovens, ndo-tabagistas e ndo-etilistas. Os pacientes com lesdes
HPV-positivas apresentam, no minimo, metade do risco de morte pelo tumor,
quando comparados aos HPV-negativos.

Soares et al. (2007) estudaram 75 pecas parafinadas de CECB pela técnica
da PCR, usando os primers para HPV GP5+ e GP6+. Os tipos virais encontrados
nos 18 casos positivos foram o HPV 16 e 0 18; O HPV 18 em 77,8% dos casos (14),
o HPV 16 em apenas 1 caso e a dupla infecgdo pode ser observada em 16,7% dos

casos (3). Pela baixa incidéncia do HPV, o estudo sugere a possibilidade da
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participagéo do virus no desenvolvimento e na progressao de um pequeno subgrupo
destes tumores.

No estudo de Silva et al. (2007), os autores verificaram uma alta infecgao por
HPV no CECB de lingua. Das 50 amostras estudadas, 37 (74%) foi positiva para
HR-HPV. Nenhuma amostra do grupo controle foi positiva para HPV.

O estudo de D’Souza et al. (2007) foi dos poucos encontrados na literatura
utilizando os testes moleculares da Roche — Amplicor e Linear Array, para detecgao
de HPV em lesdes de CEC da orofaringe. Os autores concluiram que a infecgao por
HPV estava altamente associada com o CEC da orofaringe, na presenga ou
auséncia dos fatores de riscos ja bem estabelecidos — tabaco e alcool. Dos
pacientes com tumor da orofaringe, 85% bebiam e 56% fumavam (n=100). Os
resultados permitiram aos autores observarem que o tabaco e o alcool ndo foram co-
fatores associados a carcinogénese mediada por HPV.

No estudo de Gallegos-Hernandez et al. (2007), foi observado que o HPV 16
era 0 mais prevalente nas lesbdes estudadas (70%; 50; n=118), sendo encontrado
principalmente nos casos de orofaringe e laringe. Os resultados permitiram concluir
que o HPV atuaria como um co-fator na carcinogénese da cabega e pescoco.

Pintos et al. (2008) realizaram um estudo de caso-controle em Montreal,
Canada, em que buscaram conhecer a associagao entre o HPV 16, 18 e 31 e o risco
de desenvolvimento de cancer bucal e da orofaringe. O HPV foi detectado em 19%
dos casos (14; n=72) e em 5% dos controles (6; n=129). A evidéncia de uma relagcéo
etiologica ficou clara para os tumores tonsilares, mas n&o para os demais.

Gillison et al. (2008) fizeram um estudo de caso-controle, com base
hospitalar, de CEC da cabecga e pescoco, buscando conhecer um perfil de risco na
presenca e na auséncia de infeccao por HPV 16. As amostras foram obtidas de
blocos parafinados, coleta de bochecho bucal e biopsias congeladas. Os autores
nao encontraram evidéncias de interagdo multiplicativa entre o consumo de tabaco,
alcool, HPV 16-positivo e HPV 16-negativo. Ainda, a razdo de chance (odds ratio)
para o HPV 16-negativo aumenta quanto maior a exposigao ao tabaco e ao alcool.

Um trabalho recente realizado no Brasil (SIMONATO et al., 2008), em CECB
de assoalho bucal (n=29) de amostras obtidas de blocos parafinados, usando a PCR
para deteccdo do DNA viral, encontrou baixa incidéncia de HPV (17,2%; n=5),
descartando a possibilidade do virus por si s6 ter um papel significativo na

carcinogénese do CECB. Os autores também n&o encontraram associagéo
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significativa entre variaveis como género, raga, idade, estadiamento clinico do tumor,
consumo de tabaco e alcool e a presenga do HPV.

Outro estudo brasileiro (ACAY et al., 2008) observou em seus resultados que
o HPV nao desempenha um papel na progressao da transformacado maligna das
lesbes bucais. Todavia, ndo o descartam como fator de risco na carcinogénese
bucal.

Scapoli et al. (2008) encontraram uma baixa prevaléncia de infecgdo por HR-
HPV no seu estudo (2%; n=314). O material para a PCR (real-time PCR) foi obtido
de amostras parafinadas e frescas. Os resultados foram analisados por ISH.

Todavia o estudo de Chaturvedi et al. (2008), de CECB e HPV nos Estados
Unidos da Ameérica, observou que, de 1973 até 2004, a proporcdo de CECB
relacionada com a infecgao por HPV aumentou, particularmente entre homens mais
jovens. O estudo também observou que a taxa de sobrevivéncia era mais elevada
em pacientes HPV-positivos.

Anaya-Saavedra et al. (2008), em um estudo de caso-controle no México para
CECB, encontraram uma forte associacdo entre o tumor e a presenca de HPV de
alto risco (16 e 18), o confirmando como fator de risco associado ao tumor.

Como pode ser observado nesta revisdo de literatura, ainda existem muitas
duvidas sobre o papel do HPV na carcinogénese bucal, especialmente no CECB.
Acredita-se que os resultados, muitas vezes inconsistentes, relacionando o HPV
com este tumor possam ser devidos as variagdes genéticas na etiologia do tumor e
no envolvimento dos varios tipos de HPV. Ainda, os diferentes estudos acabam por
determinar variagdes nos numeros da populagdo, nas combinagdes topograficas e
nos métodos utilizados para detecgdo do DNA viral (WALLIN et al., 2000; RITCHIE
et al., 2003; HERRERO, 2003). O sitio do tumor tem se mostrado um fator relevante.
Os estudos de CEC da cabecga e pescogo tém conseguido estabelecer a associagéo
positiva com o HPV de alto risco, principalmente nos que envolvem a orofaringe,
sugerindo um fator etiolégico distinto para os demais (HERRERO et al., 2003;
RAGIN; TAIOLI, 2007).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca de HPV nas lesbes de CECB em pacientes atendidos no
Servico de Estomatologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS e do Hospital
Independéncia da ULBRA, Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Verificar a presenga de HPV nas lesbes de CECB por meio de
amplificagdo do genoma viral;

b) determinar o tipo de HPV presente por meio de hibridizagao reversa;

c) verificar a associagcdo das variaveis sociodemograficas
comportamentais tabaco e alcool com da infecgdo positiva e negativa
por HPV;

d) descrever variaveis sociodemograficas da amostra estudada.

1.3 HIPOTESE

A infecgao por papilomavirus humano esta associada as lesdes de carcinoma

espinocelular bucal.
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CAPITULO 3 — CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

3.1 CONSIDERAGOES FINAIS

O cancer é um grave problema de saude publica e acredita-se que sua taxa
de mortalidade aumentara em 50% nos proximos 20 anos. O cancer bucal é o 6°
tumor mais incidente no mundo, com mais de 300.000 casos novos por ano, € mais
frequente em homens do que em mulheres, sua incidéncia variando entre 1 a 10
casos a cada 100.000 habitantes pelo mundo (WHO, 2008). Dentre suas
manifestagdes, o carcinoma espinocelular bucal (CECB) compreende cerca de 90-
95% dos tumores diagnosticados na boca e na orofaringe. O uso de tabaco e o
consumo excessivo de alcool tém sido considerados responsaveis por cerca de 90%
dos tumores da cavidade bucal, o risco de desenvolvimento do tumor aumentando
frente a combinacdo de ambos. Todavia, tem sido observado na literatura que
existem casos da presenca de CECB na auséncia de fumo e alcool. Dentre inumeros
fatores que poderiam tomar parte no processo da carcinogénese bucal, a infecgao
pelo papilomavirus humano (HPV) tem sido sugerida.

O HPV é um dos virus mais presentes em diversas lesdes benignas e
malignas humanas. Cerca de 200 tipos ja foram identificados. Estes foram divididos
de acordo com seu envolvimento no processo de carcinogénese em HPV de baixo
risco e HPV de alto risco, os ultimos considerados oncogénicos. Dentre os HPVs de
alto risco, o HPV 16 e o HPV 18 tém se mostrado mais prevalentes nos estudos dos
tumores da cabega e pescogo, com predominio do primeiro. O potencial oncogénico
do HPV envolve, principalmente, as proteinas E6 e E7, que sdo capazes de inibir a
atividade de reguladores negativos do ciclo celular, como p53 e pRb
respectivamente, levando a um descontrole na apoptose, na regulagdo do ciclo
celular e na imortalizagao de células.

Sua associagdo com o cancer da cérvice uterina ja esta bem estabelecida na
literatura, iniciando pelos estudos de zur Hausen e colaboradores. O grupo de
Syrjanen, em 1983, sugeriu pela primeira vez a possibilidade do envolvimento do
HPV com os tumores bucais. Estabelecer a associagao do virus com o CECB tem

sido dificil, provavelmente devido a sua heterogeneidade e ao fato de que apenas
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uma parcela destes tumores pode estar infectada pelo virus. O estabelecimento nas
pesquisas da localizagdo do tumor no que diz respeito a ter sua origem na cavidade
bucal ou na orofaringe € importante (HERRERO et al., 2003).

Assim, desde os trabalhos iniciais em 1983, inUmeras pesquisas na area da
Odontologia tém buscado esclarecer o papel do HPV na carcinogénese dos tumores
da cabecga e pescogo. A variabilidade dos achados € bastante ampla e significativa,
e estudos mostram uma associagcéo de 0% até 100% do virus com estes tumores,
principalmente com o CECB (MILLER e JOHNSTONE, 2001; HA e CALIFANO,
2004).

A discussao presente na literatura tem procurado responder a razao desta
variabilidade e muitas sdo as hipoteses sugeridas. Fatores relacionados com a
sensibilidade e especificidade dos testes moleculares utilizados para deteccdo do
DNA viral, o tipo de amostra utilizada para extragdo do DNA, o tipo de tumor e sua
localizagdo, o tamanho da amostra nos estudos realizados, a abordagem
epidemiolégica empregada, as variabilidades sociodemograficas, socioculturais e
regionais das populagbes em estudo sao citados na literatura (MILLER e WHITE,
1996; ZHANG et al., 2004; IBIETA et al., 2005; TERMINE et al., 2008; PSYRRI e
DIMAIO, 2008).

Quanto a ampla variabilidade das amostras utilizadas para a detec¢cado do
DNA viral (swabs, citologia esfoliativa, coleta por bochecho e bidpsias), Smith et al.
(2004a) sugeriram o uso de células esfoliadas em tumores da cabeca e pescoco.
Sugyiama et al. (2007) consideram a material biopsiado uma amostra mais
representativa da mucosa bucal quando comparada a citologia esfoliativa, pois a
primeira inclui também células da camada basal onde o virus pode estar em sua
forma latente ou produtiva.

Apesar de o estudo de Kansky et al. (2006) ndo ter observado variagdes
significativas entre diferentes testes moleculares — IHC, ISH e PCR - na detecc¢do do
DNA do HPV nas lesbes de CEC infectadas pelo virus, a grande maioria dos
estudos cita a PCR como o teste mais sensivel, pois é capaz de detectar menos que
uma copia de DNA viral por célula (TERMINE et al., 2008). Outro ponto importante a
ser considerado é a variedade nos primers utilizados, isto €, se sao tipo-especificos
ou primers universais (MILLER e WHITE, 1996; KREIMER et al., 2005).

Atualmente testes moleculares padronizados tém sido desenvolvidos pela

industria com o intuito de promover uma maior sensibilidade e especificidade dos
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métodos empregados, visando a um diagndstico mais acurado e possibilitando o
desenvolvimento de vacinas para os HPVs mais prevalentes na populagéo.

O presente estudo consiste em uma série de casos de CECB que buscou
superar algumas das diferengas dos achados da literatura por meio de uma
construgdo metodologica que levou em consideragao limitagdes existentes e citadas
nos estudos revisados, principalmente no que concerne a amostra e ao método de
diagndstico molecular utilizado. Assim, foram tomadas as seguintes precaucgoes: i)
as amostras de CECB eram de tecido biopsiado fresco e congelado, para evitar
maiores danos ao DNA,; ii) as amostras eram livres de tecido normal, para garantir
que o DNA do HPV estava comprometido com o tumor; e, iii) um teste comercial de
alta sensibilidade e confiabilidade foi utilizado para deteccédo e genotipagem na
analise do HPV.

A populagédo deste estudo (n=17) caracterizou-se por ser composta em sua
maioria por homens (76,5%), com idade igual ou superior a 65 anos (52,9%), 76,5%
casados dos quais 47,1% exerciam atividade laboral. Quanto ao tabaco e ao alcool,
29,4% nao fumavam e 29,4% n&o bebiam. Sobre os tumores, 35,3% (6/17) estavam
localizados nos dois tergos anteriores da lingua, apresentavam um tamanho maior
que 2 cm (52,9%), haviam sido detectados nos pacientes nodulos a palpagéo no
exame fisico (52,9%) e 64,7% dos tumores foram classificados histologicamente
como moderadamente diferenciados (Grau Il) (Tabela 1).

O presente estudo encontrou uma prevaléncia relativamente alta de HPV
(47,1%) na populagdo, sendo que todas as amostras HPV-positivas estavam
infectadas pelo HPV 16 de alto risco. Duas amostras apresentavam infeccdo dupla,
uma por HPV 16/18 e outra por HPV 16/33 (Tabela 2). Quanto aos pacientes HPV-
positivos, foi observado que 75,0% eram homens caucasianos, com mais de 57.88
anos (£14.44), que nao estavam expostos ao fumo e alcool (37,5%), mas apenas
dois pacientes (25,0%) n&o foram expostos aos dois fatores por toda vida. Quanto as
caracteristicas do tumor, 75,0% foram classificados histologicamente como
moderadamente diferenciados (Grau Il), 62,5% apresentavam um tamanho menor
que 2 cm e 75,0% nao apresentavam ndédulos palpaveis no exame fisico realizado
durante o procedimento da bidpsia (Tabela 3).

Como ja foi comentado, € ampla a variabilidade quanto a prevaléncia de HPV

nas lesdes de CECB nos estudos da literatura, conforme pode ser observado no
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Quadro 1, que apresenta uma revisdo de estudos atuais (2004/2008) envolvendo
pesquisa de HPV nos tumores da cabecga e pescoco.

Uma das diferencas do presente estudo para aqueles da literatura que
tiveram uma baixa prevaléncia de HPV nas lesbes estudadas pode ser devida ao
fato de a maioria destes estudos utilizar material parafinado para a extracao e
amplificagdo do DNA viral. A fixagdo em formol a 10% da pega cirurgica, a posterior
inclusdo em parafina e a desparafinizagdo para o estudo molecular podem
determinar uma substancial degradagdo do DNA presente na amostra, dificultando
ou tornando impossivel a sua detec¢cao (KANSKY et al., 2003; SILVA et al., 2007).

O tipo de HPV de alto risco mais frequentemente encontrado nos estudos é o
HPV 16, seguido do HPV 18. O presente estudo teve uma prevaléncia de 100% para
HPV 16 nos casos de HPV-positivos. Os seus resultados sdo parcialmente
consistentes com a literatura atual, porém diferem de alguns outros estudos. Esta
diferenga talvez possa ser explicada por fatores sociodemograficos e culturais, como
também por particularidades referentes a amostra selecionada e a metodologia
empregada.

Tem sido observado na literatura um aumento na incidéncia do CECB em
individuos mais jovens (com menos de 45 anos) e em mulheres, alterando o perfil
epidemiologico desta lesdo (Smith et al., 2004a; Gillison et al., 2008). Todavia, estes
dados variam de acordo com a regiao geografica estudada. A incidéncia mais alta no
género masculino foi observada em Somme, Francga, e a mais alta no feminino foi
constatada em Bangalore, india (PARKIN et al., 2002). A idade média para
diagnostico do tumor € ainda em individuos mais velhos (63 anos) (RIES et al.,
2005). Os dados encontrados neste estudo sao consistentes com as estimativas do
INCA para o Brasil, onde a maior incidéncia do cancer bucal é ainda no género
masculino com idade superior a 60 anos (BRASIL, 2008).

No que concerne a exposi¢ao ao tabaco e ao consumo de alcool, estes dois
fatores ainda sdo os mais relacionados com o CECB. Todavia, tém surgido na
literatura estudos que mostram a presenca do tumor na auséncia de ambos o0s
fatores de risco mais amplamente estudados, e a infecgdo por HPV tem sido
sugerida como fator etiolégico associado (GILLISON et al., 2000; HERRERO et al.,
2003; APPLEBAUM et al., 2007). O presente estudo ndo pode estabelecer uma
associagao significativa entre o tabaco e o alcool e a infecgado por HPV. O estudo de

Dahlstrom et al. (2003), em 60 pacientes n&o-fumantes com CEC da cabeca e
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pescogo, ndo encontrou uma associagao positiva entre a presenga do virus e o CEC,
mas a técnica molecular utilizada pelos autores foi de baixa sensibilidade e
especificidade. Resultado similar também foi verificado do estudo de Siebers et al.

(2008), na auséncia de tabaco e alcool. Todavia, Simonato et al. (2008) observaram

uma maior prevaléncia de HPV entre os ndo-fumantes.

Ano Estudo No de casos Pais Amostra Método HPV+ Tipo
2004 Correnti et al. 16* Venezuela Parafina PCR 8 HR
2004 Vidal et al. 40 Brasil Esfoliagdo DIGENE 11 HR
2004 Lazzari et al. 80/2* Brasil Bidpsias PCR 9/0* ni
2004 Smith et al.b 201 EUA Esfoliagdo PCR 57 16,33
2004 Zhang et al. 73 Japéo Parafina PCR 54 16,18
2004 Tinoco et al. 38* Brasil Parafina IHC 16 ni
2005 Koppikar et al. 102/83* India Bidpsias PCR 18* 16,18
2005 Xavier et al. 20 Brasil Parafina Histologico 15 ni
2005 Tachezy et al. 68 Republica Tcheca Parafina/bidpsias PCR 35 16
2005 Hansson et al. 131* Suécia Esfregaco PCR 52 HR
2005 Ibeta et al. 50 México Biopsias nPCR 21 16
2006 Rivero e Nunes 23* Brasil Parafina PCR 0 ni
2006 Campisi et al. 63* Italia Esfoliagcao PCR 24 18
2006 Petrini et al. 25* Italia Parafina PCR 5 16
2006 Boy et al. 59 Africa do Sul Parafina RT-PCR; ISH 18
2007 Silva et al. 60* Brasil Biopsias PCR 37 ni
2007 D’'Souza et al.” 100 EUA Parafina/bidpsias PCR 72 16
2007 Soares et al. 75* Brasil Parafina PCR 18 16,18
2007 Furniss et al. 314* EUA Parafina PCR 74 16
2007 | Gallegos-Hernandez et al. 118 México Biopsias PCR 50 16
2008 Siebers et al. 7 Noruega Parafina ISH/PCR 0 0
2008 Sugiyama et al. 23 Japéo Parafina PCR 24 16
2008 Pintos et al. 72 Canada Esfoliacao PCR 14 16
2008 Gillisson et al.” 240 EUA Parafina /bidpsias PCR; ISH 92 16
2008 Liang et al. 51* EUA Biopsias PCR 1 16
2008 Simonato et al. 29* Brasil Parafina nPCR ni
2008 Scapoli et al. 280* Italia Parafina /bidpsias RT-PCR; ISH 16
2008 Anaya-Saavedra et al. 62* México Biopsias PCR 27 16,18

* = casos especificos de CECB; # = usou o Roche Molecular Systems

ni = ndo identificado; PCR= reagdo em cadeia da polimerase; nPCR= nested-PCR; RT-PCR= real time-PCR; ISH= hidridizagéo

in situ; HR= alto risco; IHC= imunohistoquimica

Quadro 1 Prevaléncia de HPV em carcinoma espinocelular bucal em estudos da literatura.

Fonte: a Autora (2009)

Quanto a localizagdo do tumor, tem sido observado na literatura que a

distingdo entre a cavidade bucal e a orofaringe € importante nos CEC da cabeca e
pescoco (HERRERO et al.,, 2003; KREIMER et al., 2005). Essa falta de cuidado
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poderia determinar um resultado equivocado nos estudos realizados, em que uma
alta prevaléncia de HPV poderia estar sendo atribuida ao CECB quando na
realidade seriam de tumores da orofaringe. Esse fato adquire grande significado com
alguns estudos que demonstraram uma predile¢ao da infec¢gao por HPV nos tumores
da orofaringe (MILLER e WHITE, 1996; KREIMER et al., 2005; BOY et al., 2006).

No presente estudo, todas as amostras eram de CEC da cavidade bucal, a
maioria na lingua, assoalho da boca e rebordo alveolar, a presenga de HPV sendo
maior no assoalho da boca. Alguns estudos da literatura observaram o mesmo
resultado (PREMOLI-DE-PERCOCO e RAMIREZ, 2001; SUGIYAMA et al., 2003).
Apesar de a lingua ser o sitio mais comum do CECB, quando a infecgao por HPV é
analisada, a prevaléncia € baixa. Kantola et al. (2000) observaram que nenhuma das
105 lesbes de CECB HPV-positivas estavam localizadas na lingua. Liang et al.
(2008) detectaram o DNA viral em apenas 1 das 51 lesées de CEC da lingua
estudadas. Todavia, para D’Costa et al. (1998) e Schwartz et al.( 2001), a lingua foi
o sitio mais frequente.

Quanto ao grau histolégico do tumor, a maioria dos estudos n&o encontrou
uma associagao significativa entre esta variavel e a presenga de infecgdo por HPV
(CHANG; LIN; CHIANG, 2003; ZHANG et al. 2004), com excegao do estudo de
Schwartz et al. (2001) que observou que a prevaléncia de HPV-positivo era maior
em lesbes de CECB classificadas como graus Il e lll. Apesar de os achados do
presente estudo ndo encontrarem uma associagdo entre essas variaveis,
provavelmente devido ao tamanho da amostra, 75% dos tumores HPV-positivos
foram classificados como grau Il. Nao esta claro na literatura se existe uma
associagao do grau histolégico do CECB e a infecgao por HPV e qual seria sua
repercussao clinica, sugerindo a necessidade de mais investigagdes sobre o tema.

Um fator interessante observado na literatura € a associagao entre a infeccéo
por HPV e o progndstico do paciente. A maioria dos estudos tem observado que os
pacientes HPV-positivos apresentam melhor prognéstico que os HPV-negativo
(GILLISON et al., 2000; SCHWARTZ et al., 2001; RITCHIE et al., 2003). No estudo
de Psyrri e DiMaio (2008), a presenga de HPV conferiu uma redugdo no risco de
morte ao paciente entre 60 a 80%.

Apesar de este estudo ndo ter inquirido sobre o comportamento sexual dos
pacientes, pesquisas epidemiolégicas tém mostrado uma associagdo entre a

infeccdo por HR-HPV, o CECB e o comportamento sexual. Evidéncias tém mostrado



36

uma prevaléncia maior em individuos jovens, com varios parceiros e que praticam
sexo oral ou anal (SMITH et al., 2004a e b; D’'SOUZA et al., 2007; GILLISON et al.,
2008).

Deve-se ressaltar que o tamanho da amostra deste estudo limitou a analise
estatistica, impedindo a realizacdo de testes de associacbes que pudessem
estabelecer a dependéncia significativa entre as variaveis estudadas. Um exemplo é
a relagao da infeccao por HPV e o género do paciente. Apesar de 75% dos casos
HPV-positivos (6/8) serem do género masculino, o teste de Fisher ndo foi capaz de
estabelecer uma associagao entre as variaveis (p=0.66).

O potencial oncogénico do HPV nos tumores da cabecga e pescogo é evidente
pelos estudos revisados neste trabalho. Apesar da associagao do virus com o CEC
da boca e da orofaringe, caracteristicas histolégicas e moleculares deste tumor
ainda necessitam ser esclarecidas. As evidéncias cientificas atuais demonstram que
os tumores associados ao HPV expressam as proteinas E6 e E7, com suas
respectivas agdes (RAGIN; MODUGNO; GOLLIN, 2007). Ainda, que o CECB € uma
doenca multifatorial com, pelo menos, duas rotas distintas: a associacdo com o
tabaco e o alcool e a associacdo com a infecgdo por HPV. Inumeros estudos
apresentados mostraram que a infeccado pelo HPV e o fumo/alcool ndo é
mutuamente exclusiva, ou se o tumor pode se desenvolver pela interacdo dos
mesmos, e que esta diferenca estaria relacionada com a localizagao do tumor. Estas
questdes devem ser respondidas para que se possam desenvolver programas nao
sO de prevencao ao fumo e alcool, mas, talvez, de vacinacdo contra os HPVs
oncogénicos mais prevalentes, da mesma forma que ja se faz para com o cancer da

cérvice uterina.

Estratégias de busca bibliografica

O estudo utilizou para a presente revisdo os bancos de dados Medline e
LILACS, buscando artigos sobre a relagdo do HPV com o céncer bucal. Foram
revisados estudos de 1983 até dezembro de 2008. Também houve uma busca por
artigos que relacionavam o HPV no processo da carcinogénese e os testes
moleculares de diagnéstico disponiveis.

As palavras-chaves utilizadas foram: CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS; BOCA; SONDAS DNA HPV.
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Também foram compilados dados do INCA, Ministério da Saude, que
apresentavam as estimativas de incidéncia e de ébitos por Cancer de Boca para o
ano de 2008.

Foram consultados livros, dissertacdes e teses publicadas de interesse para o

estudo.

3.2 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram as seguintes conclusées de acordo

com seus objetivos:

a) O DNA do HPV estava presente em 47,1% da amostra;

b)O tipo predominante foi o HR-HPV 16, presente em 100% dos casos
positivos, sendo que, em um caso, se encontrava associado ao HPV 18 e,
em outro, ao HPV 33;

c)Nao foi possivel estabelecer uma associagao significativa entre a infecgao
positiva ou negativa por HPV e a exposi¢cdo ao tabaco (p=0,43) ou o

consumo de alcool (p=0,43);

d)A populagao foi composta, em sua maioria, por homens brancos, com idade
igual ou superior a 65 anos, mais da metade era casada e nao exercia
atividade laboral. Quanto ao tabaco e ao alcool, a maioria era de

fumante/ex-fumante e etilista/ex-etilista.
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ANEXOS

ANEXO 1 — Genoma do HPV 16.
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Figura 1. Organizagcédo do genoma do HPV 16 com as fun¢des das proteinas virais. (Fonte: adaptado

de http://www.citocamp.com.br/hpv/hpv.html).
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Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou
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papilomavirus humano 16 e 18 em lesdes de carcinoma espinocelular bucal’.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da
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Coordenador do CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
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ANEXO 3a - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO ESTUDO MOLECULAR DE
PAPILOMAVIRUS HUMANO EM LESOES DE CARCINOMA ESPINOCELULAR BUCAL

I- Objetivo e justificativa da pesquisa:

A cavidade bucal pode apresentar uma variedade de alteragdes. Dentre essas estd o carcinoma
espinocelular bucal. O conhecimento de como ele ocorre ¢ muito importante para a sua prevencao e
seu tratamento. Por meio desta pesquisa, gostariamos de entender melhor a maneira como ele
acontece. Isto sera feito pelo estudo de uma amostra de sua lesdo, que sera removida por indicacdo

clinica, e de uma amostra de células raspadas da sua boca com uma escova especial.

II- O procedimento de coleta:

Para realizar esta pesquisa, utilizaremos uma pequena parte da lesdo removida durante o
procedimento de biopsia que o Sr.(a) sera submetido por indicacdo clinica. Como rotina, a outra parte
da lesdo sera examinada para que se saiba qual é o diagndstico da lesdo que o Sr.(a) apresenta. Esse
material coletado sera congelado para ser eventualmente utilizado em pesquisas que poderdo trazer
novos conhecimentos sobre a sua lesdo. Como serd aproveitada uma parte da lesdo que tera que ser

removida, ndo havera nenhum desconforto para o Sr.(a) além daquele causado pela propria bidpsia.

III- Ficha de coleta e privacidade:
Os dados referentes a sua pessoa e ao resultado do estudo de sua lesdo serdo anotados em uma
ficha de coleta ndo identificada e numerada elaborada por mim. Essa ficha ficara em meu poder, com a

garantia que ndo sera divulgada durante a pesquisa, no trabalho final e nem posteriormente.

IV- Beneficios e Duvidas:

Talvez os resultados desta pesquisa ndo lhe tragam beneficios diretos, mas saberemos mais
sobre a doenca que o Sr.(a) possui, 0 que ajudara outras pessoas. Outrossim, comprometo-me, se 0
senhor assim o desejar, de lhe fornecer os resultados dos dados investigados.

Qualquer duvida que o (a) Sr.(a) tiver, ndo receie em perguntar quantas vezes precisar.

VI- Descobertas:
Caso seja descoberta alguma informacdo sobre a sua lesdo que possa ter influéncia no

diagndstico ou tratamento, o Sr.(a) deseja ser informado?

() SM ( )NAO

VII- Abandono:
Caso o (a) Sr.(a) ndo deseje participar da pesquisa, seu material coletado, ndo sera utilizado, e
em nada mudara o tratamento a que esta se submetendo. Caso a utilizagdo tenha sido realizada e quiser

ser excluido (a) da pesquisa, podera fazé-lo a qualquer momento.



56

Eu, , fui informado (a) dos

objetivos desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informacdes especificas sobre cada
procedimento no qual estarei envolvido (a) e dos resultados esperados. Todas as minhas duvidas foram
respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além
disso, sei que novas informagdes obtidas durante o estudo, me serdo fornecidas e que terei liberdade de
retirar meu consentimento da participag@o da pesquisa, a qualquer momento.

A pesquisadora Myrian Camara Brew certificou-me de que as informag¢des por mim
fornecidas terdo carater confidencial.

Caso tenha novas perguntas sobre este estudo posso chamar Myrian Camara Brew pelos
telefones: 3320 3000 ramal 2554 ou 9982.1569. Para qualquer pergunta sobre os meus direitos como
participante deste estudo ou se penso que fui prejudicado (a), posso chamar a chefe do Servigo de
Estomatologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, Dr”. Liliane Soares Yurgel pelo telefone 3320 3000
ramal 2554.

Declaro ainda que recebi copia do presente Termo de Consentimento Informado.

Nome do Paciente/RG Assinatura

Porto Alegre, de ,

Pesquisadora: Myrian Camara Brew

Cirurgia-dentista CRO - 6500

Este formulario foi lido para em / /

enquanto eu estava presente.

Testemunha: Nome Assinatura
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SERVIGO DEESTOMATOLOGIA
HOSPITAL SROLUCAS DA PUC

Nome: FICHA: _

Vocé tem indicacio para ser submetido a uma cirurgia oral menor, sob anestesia

local, dia f 35 ras e abaixoe estio relacionados alguns

esclarecimentos para seu conhecimento.

Qualguer divida entre em contato conosco pelo telefone:
33.20.3254

Data:

Assinatura do paciente ou responsdvel
Dhata:

Outrossim, auterizo, apds o diagndstico final, o use do material coletodo na
bidpsia para pesquisa de doengas da boca utilizande histopatelegla, imunalogia
ou biologia molecular
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ANEXO 4 - ficha de coleta de dados

Paciente:
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Endereco:

Data: / /200

Cidade:

Fone para contatos:

Prontuario:

Controle: ___ _

Data nascimento: / /
Idade:

Género: ___ (1) Masculino

Profissao: ___ (1) Pescador/marinheiro

__ (2) Trabalhador rural
__(5) Servidor municipal

Aposentado de:
___ (1) Pescador/marinheiro
__ (2) Trabalhador rural
__ (5) Servidor municipal

Estado civil:

_ (I)casado  __(2) solteiro
__(5) ajuntado ___(6) outros
Etnia: _ (I)Branca __ (2) Negra
HABITOS/FUMANTE
1.- Fumante atualmente?  ___ (1) Sim

2.- SE SIM, hé quanto tempo ?

(1)1 -10 anos

__(3)vitavo

__(2) Feminino

__ (3) Construtor civil
___(4) Esportista
___(6) Outros:

__ (8)NSA

__ (3) Construtor civil
___ (4) Esportista
___(6) Outros:

__ () NSA

__(4) separado

__(3)Mista __ (4) outra

(2) Nao

___(8)NSA

(2) 11 - 15 anos
(3) 16 ou mais

3.- SE SIM, o que fuma?

__ (1) cigarros industrializados

__ (2) palheiros
(3) cachimbo

___(4) charutos
__ (5) fumo de mascar
_ (8 NSA

4. SE SIM, quantidades de unidades fumadas por dia:

__ M1-5 __(2)6-10

5.- Fumou no passado? ___ (1) Sim

6.- SE SIM, por quanto tempo fumou ?

(1)1 -10 anos
(3) 16 ou mais

7.- SE SIM, o que fumou?

__ (1) cigarros industrializados

__ (2) palheiros
__ (3) cachimbo

(3)10 - 20

___(2)Nao

___(4)+20 __ (8)NSA

___(3)NSA

(2) 11 - 15 anos
(8) NSA

___(4) charutos
__(5) fumo de mascar
___(8)NSA



8. SE SIM, Quantidades de unidades fumadas por dia:

__MH1-5 __(26-10 __(3)10-20 __ (4)+20 _ (8) NSA
9- Ha quanto tempo parou por fumar:
(1)1 -10 anos (2) 11 - 15 anos
(3) 16 ou mais (8) NSA
HABITOS/ALCOOL
10.- Toma bebida alcodlica? ___ (1) Sim _ (2)Nao
11.- SE SIM, ha quanto tempo?
(1)1 -10 anos (2) 11 - 15 anos
(3) 16 ou mais __ () NSA

12.- SE SIM, qual tipo?
__ (1) Bebidas destiladas (cachaga, whisky, vodka)

__ (2) Bebidas fermentadas (cerveja, vinho) ___(8) NSA
13.- SE SIM, qual a freqiiéncia?
__ (1) Diariamente __ (2) 3 vezes por semana
__(3) 2 oumenos ___(4)1 vez por més
__ (8)NSA
14.- Bebeu no passado? _ (1) Sim _ (2)Nao __ (8) NSA
15.- SE SIM, por quanto tempo?
(1)1 -10 anos (2) 11 - 15 anos
_ (3)16oumais __ (8) NSA

16.- SE SIM, qual tipo?
__ (1) Bebidas destiladas (cachaga, whisky, vodka)

__ (2) Bebidas fermentadas (cerveja, vinho) ___(8) NSA
17.- SE SIM, com que freqiiéncia?
__ (1) Diariamente __ (2) 3 vezes por semana
__(3) 2 oumenos ___(8)NSA
18- Ha quanto tempo parou de beber:
(1) 1 -10 anos (2) 11 - 15 anos
(3) 16 ou mais (8) NSA
CECBUCAL
Local da lesdo de CECB?

Graudotumor: ( )I ( )II ( YOI ( )IV

INFECCAO POR HPV
Presenca do DNA viral __(1)Sim __ (2)Nao
Tipo: HPV 8 (NSA)

59




60

ANEXO 5 - Confirmagao de submissao ao periddico Oral Diseases

From:

To:

CC:

Subject:

Body:

Date
Sent:

odiedoffice@wiley.com

mcbrew@terra.com.br

Author submission confirmation ODI-03-09-OM-1216

13-Mar-2009

Dear Author of "Human papillomavirus and oral squamous cell carcinoma in a south Brazilian
population",

The manuscript entitled "Human papillomavirus and oral squamous cell carcinoma in a south
Brazilian population" has been submitted by Miss Myrian Brew to Oral Diseases and is
presently being given full consideration for publication.

You have been listed as author for the manuscript. If this is not the case, please reply to this
email.

Sincerely,

Oral Diseases Editorial Office

13-Mar-2009
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APENDICE

Resumo esquematico da metodologia do Sistema de Diagnostico da Roche

O teste de genotipagem Linear Array (LA HPV GT) esta baseado em quatro
procedimentos principais que incluem: (1) preparagdo da amostra, (2) amplificagcao
por PCR do DNA alvo, (3) hibridizagdo dos produtos amplificados em sondas tipo-
especificas (hibridizacdo reversa), e (4) deteccdo dos produtos amplificados por

determinacao colorimétrica, utilizando o Linear Array Detection Kit (LA DK).

RESUMO ESQUEMATICO

1
[PREPARACAO DA AMOSTRA]

bidpsia congelada

- J

(extra(;éo do DNA com proteinase\
K/fenol-cloroférmio

(& J

2
Amplificacao por PCR com LA
HPV GT

master mix de trabalho

DNA extraido da amostra

amplificagdo no termociclador
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3
HIBRIDIZA(;AQ A SONDAS
ESPECIFICAS

( N
produto de PCR desnaturado

incubagao para
hibridizagéo nas fitas

4
Determinagao colorimétrica
utilizando o LA DK

( = g a
reacdo com o substrato — linhas azuis
na fita

&

acompanha o kit

interpretagcédo com guia que ]

Interpretacao:
C+ C- 12 11 10 09 08 07 01
—— é_‘ % * REF
a % HPV 11 = HPV6 C* - HPV 16, B-globina forte, B-globina
- _ eemens.
} z ;T Aol HPV 16 fra}ca
. Go s - VD C"- nenhuma banda
| > .
* z HPY 35 =t — HPV33 Amostra 12 — HPV negativo
» NP ) = HPV39 Amostra 11 — HPV negativo
= IS amlad Amostra 10 — HPV 16
; | [—rrve Amostra 09 — HPV 16
HPV 52/33/35/58 ==
NPV 54 e = HPV53 Amostra 08 — HPV 16
NS sl Amostra 07 — HPV 16
RN | il Amostra 01 — HPV 16
= HPV 61
HPV 62 mm Re o
HPV 66 =
— HPV 67
HPV 68 ==
— HPV 69
HPV 70 e
— HPV 71
HPV 72
— HPV 73
HPV 81w
— HPV 82
HPV 83
— HPV 84
HPV 1539
: = HPV CP6108
B-Globin low :
_— |" - %h ‘..-l— B-Globin high

Imagens - Fonte: a Autora (2009)
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