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INTRODUCAO

Cerca de 3% dos novos canceres em homens e mulheres sdo bucais'”.
Destes, o cancer de células escamosas € a forma mais prevalente, sendo mais
comum em homens e raramente ocorrendo antes dos 40 anos de idade. Ja a
incidéncia é bastante variada de regido a regido e as maiores taxas sao descritas
no sudeste asiatico onde 30% de todos os canceres ocorrem na regiao orofaringeal.
Além disso, é relatada uma elevada mortalidade decorrente destas neoplasias que
sao responsaveis por cerca de 7% das mortes por cancer em homens e, 4% entre
as mulheres. Entre os paises europeus, a Franga apresenta a mais alta incidéncia
de cancer orofaringeal, sendo aproximadamente 2 vezes maior que a taxa
observada nos Estados Unidos da América do Norte®*).

Multiplos fatores estdo envolvidos no desenvolvimento do carcinoma oral de
células escamosas e entre eles estdo o tabaco, o alcool, a irradiagao, os virus e os
irritantes cronicos!™ *. Os agentes biolégicos sdo fatores causais importantes e,
entre eles, os virais tém capacidade para desenvolver varios tipos de doencgas
devido a sua complexidade e dificuldade terapéutica® . As manifestacdes viréticas
na cavidade bucal podem estar localizadas na lingua, palato, mucosa bucal e labios
e, geralmente, sdo crescimentos exofiticos que aumentam com o decorrer do
tempo, sendo frequentemente confluentes, podendo acometer areas queratinizadas
ou n&o®.

Entre os virus que podem estar associados com este tipo de cancer estdo os
papilomavirus humanos (HPV) que sdo um grupo de virus oncogénicos que tém
sido implicados na génese de varios tumores, particularmente tumores escamosos
de cérvice, da regido anogenital, da pele, dos tratos digestivo e respiratério

superior®. Nos Ultimos anos, estudos tém sugerido a associagdo entre infeccdes



por HPV e desenvolvimento de lesbes pré-cancerosas e carcinoma de células
escamosas!”®.

O tratamento do cancer de boca é normalmente paliativo, ja que o
diagnéstico se da, na maioria das vezes, em estagios tardios da doenca. Além da
elevada mortalidade em individuos que se encontram em faixas etarias
economicamente ativas, o tratamento implica em mutilagcbes que, muitas vezes,
inabilitam o paciente para a reintegragao familiar, social e profissional, temporaria ou
definitivamente.

O atraso no diagnostico mostra ter como consequéncia, além do estagio
avancgado da doenca, um aumento de custos no tratamento e hospitalizagdes por
periodos mais longos.

Considerando que o processo de carcinogénese pode resultar da exposi¢ao
a produtos quimicos, a radiagdo e a virus, alguns tipos de cancer tornam-se
potencialmente preveniveis e, a prevencéo e o diagndstico precoce sao atualmente
as medidas mais efetivas de que dispomos para melhorar o prognéstico deste
cancer®.

O diagnéstico precoce de tumores bucais ndo deveria apresentar grandes
dificuldades, uma vez que os grupos de maior risco sdo bem conhecidos e a regido
€ de facil acesso ao exame clinico, dispensando qualquer tipo de equipamento
especial, e lesbes potencialmente cancerizaveis podem ser diagnosticadas e
tratadas antes da transformacgao carcinomatosa. No entanto, os pacientes nao sao
esclarecidos e negligenciam os sintomas, e os profissionais de saude néao
examinam rotineiramente a mucosa bucal®®.

A histéria natural da infegdo oral por HPV nao esta totalmente clara,

tampouco o papel que os fatores bioldgicos, quimicos e fisicos podem representar
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em um processo que se desenvolvera em multiplas etapas, e de onde nenhum dos
fatores antes mencionados é suficiente para origina-lo"® "

Diante disto, este estudo propde-se a verificar a freqliéncia de HPV em
lesdes orais, nos pacientes que procuram o ambulatério de estomatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e, através da genotipagem deste virus,
identificar os portadores de tipos oncogénicos, para que seja mantido um controle

adequado destes pacientes com vistas a transformacgao ou, descoberta de novas

lesoes.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ESTRATEGIAS DE BUSCA BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bibliografica foi elaborada inicialmente através de
consulta ao banco de dados Medline via acesso a CD-room, em 1999, buscando
artigos que relacionavam o Papilomavirus Humano a Lesdes Orais desde o ano de

1983.

O banco de dados Medline foi acessado através do site

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, e o banco de dados LILACS, que contém as

publicagbes latino-americanas indexadas também foi acessado para pesquisa.
Estes bancos de dados foram acessados para pesquisa entre os anos 1985 e 2002
usando palavras-chave como: HUMAN PAPILLOMAVIRUS, ORAL LESIONS, ORAL
CANCER, POLYMERASE CHAIN REACTION, EPIDEMIOLOGY, RISK FACTORS.
Ao longo da revisdo, outros artigos citados pelos diferentes autores que se tornaram

de interesse foram consultados.

Outra pesquisa fez-se necessaria a partir do momento em que o resultado da
genotipagem mostrou tipos de HPV ndo comumente relatados. Assim, foram
pesquisados no Medline relatos sobre o sequenciamento parcial de HPV W13B

(MM4) e HPV PAP238A (MMO).

Também foram compilados dados do Instituto Nacional do Cancer (INCa —
http://www.inca.gov.br), Ministério da Saude-Brasil, que apresentam estimativas de
incidéncia e de 6bitos por Cancer de Boca para o ano de 2002.
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@) Sistema de Informacgao sobre Mortalidade (SIM -
http://tabnet.datasus.gov.br), Ministério da Saude-Brasil, armazena dados de todo o
Brasil sobre mortalidade. Deste banco foram retiradas as informacdes sobre
mortalidade por Neoplasia Maligna do Labio, Cavidade Oral e Faringe no periodo de
1996 a 1999 (sendo 1999 o ano que corresponde a Ultima atualizagao publicada e

disponivel neste banco).

Além de alguns livros, teses publicadas foram consultadas com especial
interesse. Todas as referéncias utilizadas para a elaboragdo desta revisdo podem

ser identificadas na relacao bibliografica.
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2. EPIDEMIOLOGIA

2.1. Morbidade e mortalidade

As neoplasias de boca sdo definidas como neoplasias envolvendo a
cavidade oral, a qual inicia nos labios e termina no pilar anterior da garganta'* 2.
Os tipos histolégicos mais freqlientemente observados sdo os espinocelulares & 1%
') seguidos pelos verrucosos, os indiferenciados, os de pequenas glandulas
salivares, os sarcomas e, raramente, os melanomas malignos(g).

O cancer de boca apresenta uma incidéncia extremamente variavel. No
entanto, este é considerado um importante problema de saude publica em muitas
partes do mundo® ' especialmente em paises em desenvolvimento® ™ e em
areas de alto risco, onde o habito de mascar tabaco e betel' é popular®.

As neoplasias da cavidade oral e da faringe ocupam a 62 posigdo no mundo
entre os canceres mais freqlientemente observados na populagéo geral® ' ¢ 17,
Sendo que as maiores taxas, para o cancer bucal, sdo encontradas na Francga,
india, Brasil e na Europa centro-oriental® '* '®_Na india, 56.000 novos casos de
cancer de cavidade oral sao identificados por ano totalizando 30% de todos os
casos de cancer no pal's(2). Também nos Estados Unidos, o cancer oral é
considerado um importante problema de saude, sendo responsavel por mais de

o(18-20

6.000 mortes/an ). Neste pais, a incidéncia deste cancer corresponde a 3-5%

de todos os canceres, e foi observado que esta aumentou em mais de 50% desde a
década de 40 ao inicio da década de 80!"®).

No Brasil, o cancer de boca é a oitava neoplasia mais freqliente e sao

estimados 11.255 novos casos para o ano 2002, sendo 8.340 em homens e, 2.915

Familia das Piperaceas, Piper betle. Planta trepadeira tropical. Na Asia, inclusive Indonésia, faz-se um preparado,
que se mastiga, com as folhas e as sementes.
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em mulheres®". J& no Estado do Rio Grande do Sul (RS), esta neoplasia encontra-
se na 92 posicao sendo estimados 760 novos casos para este mesmo ano, onde
610 seriam homens e 150 mulheres®". Tanto no Brasil como no RS, a proporgao de
casos feminino/masculino esperada para o ano de 2002, para esta neoplasia é de 1
mulher para 3 a 4 homens, e na cidade de Porto Alegre, onde foi realizado o estudo,
as estimativas de incidéncia, ajustada para idade, sdo maiores que a estimativa
observada no pais (quadro 1).

Quadro 1. Estimativas de incidéncia de Cancer de Boca para o ano 2002/100.000
habitantes estratificados por sexo

Neoplasia maligna Brasil Rio Grande Porto Alegre
de Do Sul
Boca
Feminino 3,25 2,81 3,66
Masculino 9,69 11,90 12,95

fonte: INCa — Ministério da Saulde

Semelhante ao que ocorre na incidéncia, os coeficientes brutos de
mortalidade para o cancer de boca também sao maiores entre os homens do que
entre as mulheres. Aqui também se observa que as estimativas para a cidade de
Porto Alegre sdo maiores que as do RS e atingem quase o dobro das estimativas do
Brasil, mais especificamente entre as mulheres®" (quadro 2).

Quadro 2. Coeficientes brutos de mortalidade por Cancer de Boca/100.000
habitantes, estimados para o ano 2002

Neoplasia maligna Brasil Rio Grande Porto Alegre
de Do Sul
Boca
Feminino 0,78 1,02 1,33
Masculino 3,15 4,39 478

fonte: INCa — Ministério da Saulde
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A tabela 1 descreve os coeficientes de mortalidade de acordo com a faixa

etaria e estratificados por sexo, para as neoplasias malignas de labio, de cavidade

oral e da faringe no periodo de 1996 a 1999 para o Brasil®®. Os coeficientes

sugerem um pequeno aumento anual, em ambos os sexos, nas faixas etarias entre

50 e 69 anos e entre 70 a 80 anos ou mais. No entanto, observa-se uma diferenca

destes coeficientes quando compara-se a faixa etaria dos mais idosos em relacao

as outras faixas etarias com individuos mais jovens. Este padrao se repete para o

Rio Grande do Sul (tabela 2) e para a cidade de Porto Alegre (tabela 3).

Tabela 1 — Coeficientes de Mortalidade, para Neoplasia Maligna do Labio, Cavidade

Oral e Faringe / 100.000 habitantes em faixas etarias especificas - Brasil

ANO SEXO FAIXA ETARIA
30 — 49 anos 50 — 69 anos 70 — +80 anos

1996 Masculino 3,51 21,21 29,82
Feminino 0,57 3,22 11,36

1997 Masculino 3,43 21,28 30,27
Feminino 0,50 3,06 11,01

1998 Masculino 3,59 21,82 29,18
Feminino 0,58 3,29 10,52

1999 Masculino 3,49 23,53 33,12
Feminino 0,57 3,41 13,18

Fonte — SIM-DATASUS/MS — BRASIL
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Tabela 2. Coeficiente de Mortalidade, para Neoplasia Maligna do Labio, Cavidade
Oral e Faringe/100.000 habitantes em faixas etarias especificas — Rio
Grande do Sul

ANO SEXO FAIXA ETARIA
30 - 49 anos 50 — 69 anos 70 — +80 anos
1996 Masculino 4,56 29,43 31,36
Feminino 0,56 2,26 8,63
1997 Masculino 3,91 25,62 27,78
Feminino 0,34 4,32 10,24
1998 Masculino 4,37 32,02
Feminino 0,39 29,60 8,03
3,59
1999 Masculino 4,97 31,45 35,54
Feminino 0,88 - 10,05

Fonte — SIM-DATASUS/MS — BRASIL

Tabela 3. Coeficientes de Mortalidade, para Neoplasia Maligna do Labio, Cavidade

Oral e Faringe/100.000 habitantes em faixas etarias especificas — Porto

Alegre (RS)
ANO SEXO FAIXA ETARIA
30 — 49 anos 50 — 69 anos 70 — +80 anos

1996 Masculino 9,55 57,56 7,46
Feminino 1,90 2,66 14,71
1997 Masculino 10,60 50,01 65,10
Feminino 0,47 9,70 17,04
1998 Masculino 10,54 87,04 55,47
Feminino 1,87 11,39 19,36
1999 Masculino 8,27 79,99 55,13
Feminino 1,39 6,09 16,84

Fonte — SIM-DATASUS/MS — BRASIL
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2.2. Fatores de Risco para o Cancer de Boca

Diferengas na incidéncia e nos coeficientes de mortalidade observadas entre
periodos e areas geograficas sdo atribuidas a possiveis mudangas de exposicéo a
fatores de risco para esta neoplasia‘'®.

A boca, por sua localizagao e sua fungao, esta continuamente em contato com
diversos agentes quimicos, fisicos e biolégicos. Estes agentes, atuando de forma
isolada ou conjunta e pela exposicdo crbnica, potencializam o risco para o
desenvolvimento de cancer neste local®. Este cancer, parece ser induzido por uma
combinagao de fatores, entre eles, os habitos pessoais, a atividade profissional e a
regidao onde o individuo habita. Um dado que favorece esta hipotese é o fato de se
observar que a incidéncia para este cancer tem acompanhado os padrbes de
consumo de tabaco e de alcool ha varias décadas® 2.

Outros fatores, além do tabaco e alcool'> %

, que sao sugeridos como estando
associados a esta neoplasia incluem virus, imunidade, padréo sécio-econémico,

dieta, denticdo e predisposicdo genética’’® ¢ 18).

Fatores Demograficos

Nos paises onde ha relato de incidéncia do cancer de boca e de faringe é
observado um aumento desta taxa com o aumento da idade da populagdo. Em
paises do ocidente cerca de 98% dos casos ocorrem em individuos com idade

(1®) Em regides onde é descrita uma elevada prevaléncia, os

superior a 40 anos
casos ocorrem em idade mais precoce (em torno de 35 anos de idade), fato este
atribuido a uma exposicéo elevada a varias formas de tabaco. Nesta areas, mesmo

na auséncia de fatores de risco considerados tradicionais, como o alcool e o tabaco,
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ha relato da ocorréncia freqliente de lesbes com curso agressivo, em especial em
individuos jovens e em idosos'®.
A idade e o uso de tabaco e alcool sdo descritos como fatores de risco para o

(1529 Entre 80 a 90 d% da ocorréncia dos

carcinoma oral de células escamosas
casos deste carcinoma tem sido sugerida a associagdo com o tabaco e com o
consumo de bebidas alcodlicas, sendo que estes habitos aumentam o risco desta
neoplasia em 3 a 15 vezes quando comparados a populagdo em geral®. Alguns
estudos sugerem que o cancer oral pode ocorrer até 15 anos antes em individuos
que usam tabaco e alcool em relagdo aos que ndo sdo usuarios destas
substancias®?7").

A incidéncia de cancer de boca e faringe tem sido, sistematicamente, maior em
individuos do sexo masculino”™ ' sendo que em alguns paises em
desenvolvimento passa a ocupar a terceira posicao em frequéncia, ficando em 4°
lugar entre as mulheres. A predominancia de casos no sexo masculino também
ocorre em paises industrializados, onde os homens séo afetados 2 a 3 vezes mais
que as mulheres'®.

O risco para o desenvolvimento do cancer de boca, assim como para outros
canceres, aumenta com a idade ocorrendo com maior freqiiéncia em individuos com
mais de 40 anos "' atingindo um pico na 6" e 7" décadas"®.

Em adultos na faixa etaria de 18 a 45 anos, a frequéncia do carcinoma de
células escamosas de cabega e pescogo varia de 0,24% a 9%?®. Nesta faixa etaria,
estas neoplasias apresentam um comportamento mais agressivo porém a taxa de
sobrevida é semelhante & de outras faixas etarias®®. Hart e colaboradores®?
acreditam que esta malignidade, em faixa etaria precoce, seja resultante da
interagdo de fatores constitucionais e ambientais. Os fatores constitucionais estao

ainda incompletamente delineados portanto, ndo passiveis de alteracdo. Porém,
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quanto aos fatores ambientais, observaram um consumo elevado de tabaco e
alcool. Acreditam que o combate ao tabagismo pesado e, ao consumo de alcool
deve ser a meta de prevencdo. Estes autores®® estudaram uma populacédo militar e
relatam que entre militares americanos, na faixa etaria de 18-25 anos, ocorre uma
prevaléncia significativamente maior de tabagismo quando comparada a prevaléncia
observada na populacdo civil, seja em relacdo aos militares masculinos ou
femininos.

O sexo masculino é 2 a 3 vezes mais afetado"® '

que o feminino em paises
industrializados porém, em &reas de alta incidéncia, como na india, as taxas se
aproximam ou sdo maiores no sexo feminino onde o habito de mascar e fumar
tabaco é comum entre as mulheres!®.

As taxas de mortalidade parecem obedecer diferencas sécio-econdmicas na
populagdo. Nos Estados Unidos da América do Norte (EUA), tanto a incidéncia
como a mortalidade por canceres relacionados ao uso de alcool e tabaco, sao
maiores em americanos descendentes de africanos do que em brancos!'®. Nos EUA
também é descrita uma variacéo regional de até 5 vezes nas taxas de mortalidade e
as justificativas para esta variagao encontram-se nas diferengas étnicas, na situagao
sécio-econdmica e, nas diferencas de exposicdo aos fatores de risco, incluindo o
uso de tabaco oral sem fumaga no sul do pais '®.

Na Europa, sdo descritas variagdes geograficas quanto as taxas de mortalidade
mostrando varios paises (Franga, Hungria e Republica Tcheca) com altas taxas,
sendo que, historicamente, estas tém sido associadas ao alto consumo de tabaco e
alcool nestas comunidades!®.

Também sao descritas variacbes marcantes na incidéncia de cancer de pele e
dos labios de acordo com a latitude. Estes achados poderiam ser explicados pelo

fato de que em éreas localizadas em altas latitudes os raios ultravioleta penetram
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mais facilmente. Também a proximidade com o equador permite uma exposicao a

luz solar por um tempo maior contribuindo para uma maior incidéncia nestas areas®

16)

Traumatismo Cronico e Habitos de Higiene Bucal

Alguns estudos® '® descrevem uma associacdo entre a area de irritacdo
ocasionada pela protese e a localizagcdo do tumor, no entanto, o papel
desempenhado pela irritagdo crénica na carcinogénese nao pode ser confirmado.
Apesar disso, é descrita uma frequéncia de proteses mal ajustadas e causadoras de
dor significativamente maior em pacientes com cancer de boca®.

Outro fator de risco, descrito em estudo para verificar a relagdo entre fatores
dentais e o cancer do trato aerodigestivo superior é a higiene bucal infreqiiente!"> 2
%9, No entanto, é importante salientar que o efeito da exposicdo a este fator pode
ser confundida por fatores sécio-econémicos, tabagismo, abuso de alcool, bem

'®)  E descrito que a incidéncia de cancer de boca

como por fatores nutricionais'
aumenta com a piora do estado dentario e, que tabagistas e etilistas cronicos
geralmente apresentam denticdo inadequada, sendo que o risco de cancer pode ser

até 8 vezes maior em individuos expostos a estas condicdes ©.

Tabagismo

A suspeita de uma relagdo entre o tabagismo e cancer de boca remonta ao
século XVIIl. Os habitos relacionados a exposigcado ativa ao tipo de tabaco variam
nos diversos paises, no entanto todas as formas de fumo estao ligadas a etiologia
do carcinoma de células escamosas oral (OSCC)® '2 518 Alguns exemplos desta
variagédo sao o habito de mascar tabaco misturado com folhas de betel e cal (“pan”),
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na india, ou de fumar cigarros manufaturados envoltos em folhas de ébano (“bidi"),
ou mesmo de fumar “chutta” (espécie de cigarro fumado com a extremidade acesa
dentro da boca, principalmente utilizado por mulheres pescadoras), também na
india. Em algumas regides da ltdlia, existe o habito de fumar cigarros com a
extremidade acesa dentro da boca. Ja na regido sudeste dos EUA, observa-se que
algumas mulheres tem o costume de mascar fumo e usar rapé. Outros tipos de
tabaco, como “hukka” e “chilum” (espécie de cachimbo de argila) sdo relatados em
Bombaim, na india. O consumo de rapé e tabaco (“oral snuff’) parece ser, também
comum na Suécia e associado a riscos elevados de OSCC®.

Em paises industrializados, o fumo é responsavel por 40-45% das mortes por
todos os canceres em homens; 90-95% das mortes por cancer de pulméo €, 85% de
todas as mortes por cancer de boca naqueles com idade entre 35 e 69 anos'®. O
consumo de tabaco esta relacionado ao acumulo de dano do DNA celular. A
exposicao aos carcindgenos quimicos do tabaco pode causar efeitos diretos ao
DNA celular da cavidade oral humana no entanto, também tém sido detectados
danos ao DNA gendmico em varios outros tecidos de consumidores de cigarro®® '®.
O fumo também reduz o numero de células de Langerhans e, conseqlentemente,
diminui a fungao destas células, as quais sdo responsaveis por uma acgao antigénica
essencial para a imunidade celular local®:3".

Estudos relatam que 90% dos portadores de cancer de boca usam tabaco e,
que o risco para o desenvolvimento de cancer nos fumantes € 4 a 10 vezes maior
quando comparados a nao fumantes®. Ndo foram observadas diferencas entre os
varios estilos de consumo porém, estes estudos sugerem que o risco para cancer
de boca em individuos que fumaram cigarros industrializados decresce

progressivamente, atingindo, apds 10 anos de abandono do habito, 0 mesmo nivel

22



g9 15

verificado para os nao-fumante ). Estes achados alertam para um importante

papel causal do uso de tabaco na carcinogénese oral®.

O risco elevado de cancer de boca associado ao tabagismo é relatado por
muitos autores® > 1> ' Ha evidéncias indicando uma relacdo dose-resposta entre
0s carcindgenos encontrados nos cigarros e no alcool e o desenvolvimento do
0ScC® . Estudos sugerem que, no que diz respeito a associacdo com este
cancer, ocorre uma agao sinérgica entre o fumo de cigarros e o alcool, a qual faz
com que estes fatores atuem de forma multiplicadora e ndo apenas aditiva '% 1> 10,
Esforgos para entender os mecanismos de interacao do alcool e tabaco, tém levado
varios investigadores a analisar os riscos de desenvolvimento deste cancer,
utilizando modelos de risco multiplicativo, modelos de risco aditivos € modelos que
seguem um efeito intermediario entre aditivo e multiplicativo!’®. Johnson'® relata
gue o sinergismo entre alcool e tabaco é super-multiplicativo para o cancer de boca,
aditivo para o de laringe e, entre aditivo e multiplicativo para o eséfago, conforme

trabalho realizado por Franceschi e colaboradores®?.

Consumo de Alcool

O etanol puro nunca mostrou ser carcinogénico “in vitro” ou em estudos com

16, 25)

animais'"> Presume-se que este atue com outros agentes carcindgenos

presentes nas bebidas e com carcindgenos ambientais, especialmente do tabaco!"®
%) No entanto, um elevado risco para cancer do trato aerodigestivo superior
associado ao alcool em ndo fumantes foi sugerido por alguns investigadores!'® 33,
Em relagdo ao cancer de boca, varios estudos tém sugerido um aumento no risco
para o desenvolvimento desta neoplasia associado ao consumo de bebidas

alcoolicas!™ '® 2 A associacdo descrita entre alcool e cancer de boca parece ser
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independente do tipo de bebida consumida e o maior risco ocorre entre as
categorias de maior consumo'® '* "),

Uma das muitas dificuldades em avaliar o papel do alcool tem sido a dificuldade
em medir com precisdo o0 consumo, considerando-se as variacbes na quantidade,

2% No entanto, embora o consumo de

nos tipos e nas concentragdes alcodlicas
alcool tenda a ser subestimado pelo paciente, 0 aumento nas taxas de cancer bucal,
no mundo ocidental, tem sido relacionado a um aumento no consumo do alcool

nestas populacdes'®.

O mecanismo de acdo carcinogénica do alcool nao é
conhecido, embora se especule sobre o possivel efeito local pelo contato, a
presengca de carcindgenos diluidos, a agdo sobre enzimas microssomiais que
ativariam carcinégenos, sobre o dano celular pelo etanol e seus metabdlitos e,
também, como possivel efeito sistémico, as deficiéncias nutricionais, imunolégicas e

91529 Quanto ao efeito sistémico especula-se que

distarbios da fungdo hepatica
como o alcool é rico em calorias, ele suprimiria o apetite levando a deficiéncias
nutricionais que, por sua vez, também poderiam resultar de uma deficiéncia no
metabolismo causada por doenca hepatica'®. Como ja mencionado previamente, o
alcool pode agir potencializando de forma importante a capacidade que o fumo teria

de induzir o cancer de boca confirmando assim um efeito sinérgico entre o alcool e o

tabaco do tipo multiplicador e ndo aditivo® '* 1619,

Imunodeficiéncia

Pacientes que recebem terapia imunossupressora apoés transplantes de 6rgaos
tém um risco aumentado para o desenvolvimento de tumores malignos. A incidéncia
de neoplasia nestes pacientes é 100 vezes maior que os controlados por idade®*. A
causa para este aumento na incidéncia ndo é clara, mas pode ser devida a uma
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possivel combinacdo de fatores como a diminuicdo da deteccdo de células
cancerigenas pelo sistema imune, a estimulacdo antigénica crénica pelo 6rgao
transplantado, os efeitos carcinogénicos diretos de drogas imunossupressoras ou
mesmo a proliferagéo de virus oncogénicos®* .

Pacientes que tiveram um rim transplantado tém uma maior incidéncia de cancer

de labio, o que pode ser devido & imunossupressao''?.

Infeccoes Virais

As evidéncias disponiveis até o conhecimento atual ndo sao definitivas quanto a
possibilidade de que algum tipo de virus possa causar cancer de boca®. Cerca de
15% de todos os canceres humanos podem ter relacionamento etiolégico aos virus
(® O papilomavirus humano (HPV) e o virus herpes simples (HSV) tém sido
observados em elevados niveis no tecido tumoral do cancer de boca, embora o
papel desses agentes ainda ndo esteja completamente claro®. Alguns tipos de
HPV, considerados de alto risco, tém sido implicados como importante causa para o
desenvolvimento de céncer do trato anogenital e poderiam estar envolvidos na
etiologia do cancer de cavidade oral e faringe!". Evidéncias epidemioldgicas e
experimentais reforcam esta possibilidade, sendo que o aumentado risco de cancer
na regido da cavidade oral e faringe subsequente a ocorréncia de cancer de cérvice
sugere fator etioldgico comum ao lado do tabaco!"®. Embora os HPV 16 e 18 sejam
os tipos mais freqlentes na cavidade oral, o envolvimento de outros HPV néao
podem ser descartados’®. E sugerido que a infeccdo pelo HPV por si sé ndo é
suficiente para o desenvolvimento de neoplasia na cavidade oral™.

Parra e Slots®®

iniciaram um estudo investigando, através da PCR, 30 pacientes
com periodontite e 26 com gengivite. Dos pacientes com periodontite, 78% tinham
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pelo menos um dos 5 virus pesquisados (60% Citomegalovirus(CMV), 30% Epstein
Baar Virus (EBV), 20% HSV, 17% HPV e 7% Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV)), 40% apresentavam co-infec¢ao(2 dos 5 virus) e, em 31% das gengivites foi
encontrado somente CMV. Anteriormente, pesquisas no sulco gengival estavam
voltadas apenas para a deteccdo de bactérias fermentadoras e parasitas havendo

pouca ou nenhuma consideracédo quanto a presenca de virus humano.

Fatores Nutricionais

A caréncia de certos nutrientes parece ser responsavel por modificagcbes da
mucosa bucal, as quais poderiam predispor a uma transformagao carcinomatosa. A
deficiéncia de ferro e vitamina A ocasionam atrofia da mucosa e, predispdem nao
somente ao cancer de boca, mas também ao cancer da hipofaringe e do eséfago®
% 19 No entanto, em paises tropicais a deficiéncia de ferro ndo se mostrou
associada ao cancer de boca, sugerindo a possibilidade de que outras deficiéncias
nutricionais possam estar implicadas™. Um decréscimo no risco para esta
neoplasia foi relatado com o aumento no consumo de Vitamina A e C, frutas frescas,
vegetais de folhas verdes e, cenoura, tomates frescos e pimentdo verde™®. Em
estudo realizado no Brasil®” foi sugerida uma protecéo especifica por frutas frescas
independente de betacarotenos, vitamina C ou fibras contidas em frutas e
vegetais!'*").

Alguns experimentos tém sugerido que a vitamina A e seu precursor, 0
betacaroteno, possam reduzir lesdes displasicas da mucosa oral® ). A vitamina A
atuaria como inibidor sobre a acdo dos carcindbgenos quimicos envolvidos na
génese de tumores epiteliais. Por sua vez, a caréncia dessa vitamina A poderia

ocasionar alteragbes similares as provocadas por carcindégenos quimicos. Alguns
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investigadores observaram que o risco de cancer de boca em mulheres era
inversamente proporcional ao consumo de frutas e verduras frescas e que um maior
consumo de frutas citricas e alimentos contendo vitamina C e betacarotenos
resultava em um efeito protetor contra esse cancer'® 12 16:19.28),

Aproximadamente 15% dos canceres orais e de faringe podem ser atribuidos a

uma dieta deficitaria ou ndo balanceada os quais podem ser evitados com a

aplicacdo dos conhecimentos de dieta relacionados a estes neoplasmas'®.

Histéria Familiar

O cancer de labio esta entre os sitios que mostram uma maior concentragao de
canceres dentro de familias em registros genealdgicos de um banco de dados de
Mormons do estado de Utah, EUA. Johnson"® cita um estudo realizado nos Paises
Baixos em que observaram um risco relativo (RR) de 3,5 (p=0,0002) para cancer de
cabega e pescoco entre parentes em 1° grau e, RR=14,6 (p=0,0001) para irmaos,
independente de exposicdo ao fumo e ao 4alcool, sugerindo um componente
constitucional. Outro estudo!"® realizado nos EUA mostrou um elevado risco para
cancer de orofaringe entre irmas que desenvolveram outros canceres, porém aqui o
odds ratio (OR) foi de apenas 1,6 (intervalo de confianga de 95% - 1,1 — 2,2). Outros
autores®® acreditam que o aumento na prevaléncia de OSCC, observado em
adultos jovens entre 18 e 45 anos possa resultar de uma interagao sinérgica entre

sensibilidade inata a mutagdes genéticas e exposigao a carcindgenos.
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Outros Fatores

A exposicdo a substancias utilizadas nos processos industriais € responsavel
por 5% de todas as mortes por cancer. O risco para a populacdo em geral &
pequeno, visto que o nimero de individuos expostos é limitado. O processamento
de metais, de fibras téxteis e couro, de niquel, alcool isopropilico e acido sulfurico
como atividade profissional, leva a um aumento do risco de cancer de boca®.
Individuos que trabalham ao ar livre tém risco aumentado de carcinoma de labio
possivelmente relacionado a exposicéo a luz ultravioleta® '®. Além disso, parte das
diferencgas urbana e rural na incidéncia de carcinoma de cabecga e pescogo parecem
estar relacionadas & exposicéo a poluicdo atmosférica’®.

Em cozinhas equipadas com fogdo a lenha foram encontrados altos niveis de
compostos de hidrocarbono policiclico aromatico, substancias carcinogénicas,
também presentes no tabaco. Isto reforca a condicdo do fogdo a lenha como um
fator que aumenta o risco dos canceres de boca, faringe e laringe®.

O calor também tem sido apontado como um fator fisico agressor da mucosa. A
fumaca do cigarro, por exemplo, aumenta a temperatura na mucosa exposta a ela e,
além disso somam-se aos efeitos quimicos do tabaco®. O uso de cachimbo esta
relacionado a um aumento na incidéncia de cancer de labio, achado possivelmente

explicado pelo calor causado no local® '®.

3. A CARCINOGENESE E O PAPILOMAVIRUS HUMANO

A carcinogénese é o processo de transformacgdo maligna em que ocorre o
crescimento descontrolado de células causado pela mutagcdo acidental de uma

delas podendo haver a invasdo de outros 6érgdos. E um processo ainda ndo bem
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conhecido. Assim, o carcindgeno é o agente provocador ou estimulador do
desenvolvimento de tumor maligno no organismo®.

A carcinogénese depende de varios fatores como a exposicdo a agentes
ambientais (substancias quimicas, fisicas, virus), da capacidade individual
geneticamente determinada de anular os carcindégenos (como um sistema
enzimatico antioxidativo eficiente), da modificacdo de sitios especificos do DNA
(sendo que nao ¢ suficiente uma mutagao qualquer), da habilidade com que a célula
consegue reparar o DNA ja modificado e da competéncia do hospedeiro no freio da
progressao tumoral (sistema imune, fatores nutricionais, etc.)®.

O HPV é uma espécie viral antiga e esta associado a processos de
proliferacdo celular. Alguns dos tipos virais possuem oncoproteinas que podem
inativar a funcdo de proteinas celulares regulatérias do ciclo celular'® sendo
considerados oncogénicos in vivo. Entretanto, infecgbes por HPV sdao comuns, € a
maioria causa predominantemente lesdes epiteliais benignas de pele, da mucosa
oral, do trato urogenital, da laringe e possivelmente, dos brénquios e eséfago®®.

A diferenca funcional entre HPV tipo alto e baixo risco relaciona-se
fortemente com a conversdo maligna de células infectadas® 3%). Os HPV de alto
risco induzem a um aumento de anormalidades cromossomais, aneuploidias
celulares e oncoproteinas codificadas (E5, E6 e E7) as quais interagem
especificamente com proteinas celulares supressoras de tumores (p53, pRb),
envolvidas na regulacdo do crescimento e proliferacdo celular estimulando a
proliferacdo ou, interferindo na diferenciagéo das células infectadas!'® 3839,

A expressdao de oncoproteinas E6 e E7 de HPV de alto risco foram

suficientes para aumentar a freqliéncia de mutagdo em queratindcitos normais e,

estes achados sugerem que a infegao viral em combinagdo com a existéncia de
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carcinégenos quimicos podem ser a causa suprema de inducido de instabilidade
genética e desenvolvimento de cancer oral'® 4%,

Sabe-se que a infecédo pelo HPV nao é suficiente para a carcinogénese, uma
vez que a progressdo tumoral ocorre em pequena porcentagem de individuos
infectados®. Particulas maduras de HPV n3o podem ser detectadas em
carcinomas, mas o DNA viral persiste, integrado ao DNA da célula hospedeira, e ha
expressao dos genes E6 e E7 do genoma do HPV. Como ja mencionado
previamente, sdo necessarios anos, ou até mesmo décadas para que uma infegao
pelo HPV se transforme em lesdo maligna. A oncogenicidade do HPV é melhor
caracterizada na regido anogenital, onde esta relacionada ao cancer de colo de
utero. No cancer de colo de utero o HPV é observado em até 96% das lesdes e tem
se tornado modelo de oncogénese por este virus®®.

Todos os tipos de epitélio escamoso podem ser infectados pelo HPV*".
Cada um dos HPV é preferencialmente associado a uma diferente entidade clinico-

patoldgica, embora varios tipos possam estar associados a uma mesma entidade?).

O quadro 3 descreve qual o quadro clinico associado a cada tipo de HPV.

Quadro 3. Os tipos de HPV e as lesdes clinicas associadas (38,42)

Tipos de HPV Quadro Clinico Associado

Verruga plantar profunda e verrugas palmares

Verrugas vulgares, verrugas plantares em mosaico

Verrugas planas

Verrugas vulgares, verrugas plantares endofiticas

EV, CEC em EV

Verrugas anogenitais, papilomas laringeos, tumor de Buschke-
Lowenstein, NIC

O WN -~

7 Verruga de agougueiro

8 EV, CEC em EV

9 EV

10 Verrugas planas

11 Verrugas anogenitais, NIC, papilomas laringeos

12 EV

13 Hiperplasia epitelial focal

14 EV, CEC em EV

15 EV

16 Verrugas anogenitais, NIC, NIV, NIP, carcinoma cervical
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17 EV, CEC em EV

18 Verrugas genitais, NIC, carcinoma cervical

19 EV, CEC em EV

21-25 EV

26 Lesdes cutaneas em imunodeprimidos

27 Verrugas vulgares

28 Verrugas planas e vulgares

29 Verrugas vulgares (raro)

30 Lesbes anogenitais, carcinoma laringeo

31 Verrugas anogenitais, NIC, carcinoma cervical
32 Hiperplasia epitelial focal, papilomas laringeos
33 NIC, NIV, céncer cervical

34 Verrugas orogenitais, doenga de Bowen cutanea
35 Verrugas anogenitais, NIC, cancer cervical
36-38 EV

39 Verrugas anogenitais, NIC, cancer cervical

40 Verrugas anogenitais, NIC, NIV, NIP

41 Verrugas planas, CEC

42,43 Verrugas anogenitais

44 Verrugas orogenitais

45 Verrugas anogenitais, NIC, cancer cervical
46 Reclassificado como HPV-20b, EV

47 EV, CEC em EV

48 Verrugas cutaneas (raro), CEC em imunodeprimido
49 EV, verrugas planas em imunodeprimido

50 EV

51 Verrugas anogenitais, NIC, cancer cervical
52,53 Verrugas anogenitais, NIC, cancer cervical
54 Verrugas anogenitais, tumor de Buschke-Lowenstein(raro)
55 Verrugas orogenitais, papulose Bowenodide
56 Verrugas anogenitais, NIC, cancer cervical
57 Verrugas orogenitais, verrugas cutédneas

58 Verrugas anogenitais, NIC, cancer cervical
59 Verrugas orogenitais

60 Cisto plantar epidermoide

61, 62 NIV

63 Verrugas cutaneas (raro), verrugas plantares
64 Verrugas orogenitais, NIV

65 Verrugas planas pigmentadas

66-68 Verrugas anogenitais, NIC, cancer cervical
69 NIC

70 Verrugas anogenitais

72 Lesdes cervicais

73 Verrugas anogenitais

75-77 Lesdes cutdneas em imunodeprimidos

CEC = carcinoma espinocelular; EV = epidermodisplasia verruciforme; NIC = neoplasia
intraepitelial cervical; NIP = neoplasia intraepitelial peniana; NIV = neoplasia intraepitelial
vulvar.

Algumas lesdes papilomatosas, hiperplasicas e verrucosas estao associadas
ao HPV. Estas lesdes proliferativas podem ocorrer em varias partes do corpo
incluindo a regido anogenital, laringe, cavidade oro-nasal, conjuntiva, outras

mucosas e pele® *> " ® Embora este virus tenha sido o primeiro a ser relacionado
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com neoplasias no homem, ndo ha um conhecimento detalhado sobre o ciclo vital
do virus ou o antigeno viral pois, nenhum sistema de cultura “in vitro” esta disponivel
para o papilomavirus humano® %43,

Na cavidade bucal, as manifestacbes viréticas podem estar localizadas na
lingua, no palato, na mucosa bucal e nos labios. Geralmente se apresentam sob
forma de crescimentos exofiticos, que aumentam com o decorrer do tempo e séo
freqlientemente confluentes, podendo acometer areas queratinizadas ou nao®.
Estas alteragcbes mostram-se sob forma de epitélio hiperqueratinizado representado
clinicamente como uma lesdao branca ou, se mais complexas, com areas
eritematosas ou ulcerativas 9.

De uma maneira geral, ha tipos de HPV muito semelhantes, enquanto outros
sao muito distintos em sua seqléncia de nucleotideos. No entanto, as
consideragdes sobre a homologia de seus genomas, que freqientemente permitem
a classificagdo de HPV por grupos, ndo € suficiente para tecer consideracdes
clinicas. Sendo assim, diferengas bioldégicas importantes podem resultar de
variagdes muito discretas em certas porgdes do genoma; ao mesmo tempo, grandes
variagdes em outras regides génicas podem ser destituidas de qualquer propriedade
patogénica®®.

Estudos epidemioldgicos sistematicos relacionados ao HPV tém mostrado
que as sequéncias de tipos do HPV que sao isoladas em diferentes partes do
mundo sao marcadamente bem conservadas. Nado somente os tipos classicos de
HPV, os quais causam condicbes como o papiloma e os condilomas, mas também
os tipos de HPV que infectam pacientes com epidermodisplasia verruciforme (EV), a
qual € uma manifestacdo rara, sdo encontrados mundialmente. Estes achados
sugerem que haja um reservatério de individuos que abrigam HPV do tipo que

atinge a EV e que a infecao latente por varios tipos de HPV é comum. Estes estudos
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também tém mostrado que novos tipos de HPV continuam a ser descobertos,
muitos dos quais em pacientes de regides geograficamente isoladas. Conclui-se que
o HPV é diverso e onipresente. Este tipo de diversidade genética € unica entre os
virus DNA que infectam o homem™®.

Em relagao a lesdes orais, parece ndo haver uma associacao preferencial
demonstrada entre HPV tipo especifico e uma lesdo oral em particular®® *©. Tem
sido observado o envolvimento do HPV em uma variedade de lesées benignas

orais“”.

Além disso, um possivel papel etiolégico da infegdo por HPV na
patogénese de lesdes pré-cancerosas e cancer ou, um significativo fator no
desenvolvimento da tumorogénese tem sido sugerido apdés a descoberta de
diferentes tipos de HPV-DNA nestas lesdes? 7 40 46.48-30)

Como o HPV tem sido encontrado também em mucosa oral normal, em
especial em mucosa oral saudavel de adultos e em criangas de pré-escola, onde
prevaléncia deste é elevada®’, ainda ndo esta claro se o HPV detectado em
carcinoma de células escamosas oral é causalmente associado com o
desenvolvimento do tumor ou somente uma infecgdo passageira®. O DNA de
varios tipos de HPV pode infectar o epitélio oral em baixos niveis e nao
necessariamente resultar em patologia clinica ou histolégica®. O HPV ¢é
considerado um virus persistente podendo permanecer inativo em células do
hospedeiro por extensos periodos de tempo. Geralmente sdo necessarios anos ou
mesmo décadas para que uma infeccdo por HPV transforme-se em uma lesao

%3.%4) E. embora caracterizados por um baixo grau de patogenicidade, seus

maligna
efeitos sinérgicos com outros carcindgenos, como tabaco e alcool, podem
intensificar o potencial carcinogénico de gendtipos especificos do DNA do HPV®*
%), Também tem sido hipotetizado que a replicacdo viral pode ser ativada por

fatores como trauma e outros agentes microbianos e que o epitélio oral atuaria
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como reservatério para o HPV“"). Fatores restritos ao hospedeiro, como horménios,
resposta imune e heranca genética, parecem ser capazes de desencadear a
progressao tumoral a partir de uma infecgao por HPV®Y.

e %) sendo transmissivel

A infeccdo pode ser clinica, subclinica ou latent
nos dois primeiros modos, através de contato sexual, de contato pele a pele, de
auto-inoculacao, por fémites contaminados e mesmo durante o parto, da mae para o
filho. A predisposicdo genética também é apontada como um possivel fator que

contribuiria para o desenvolvimento desta infecggo®”.

4. O PAPILOMAVIRUS

Caracteristicas do virus

O papilomavirus (PV) pertence a familia dos Papovavirus ou Papovaviridae.
Esta é uma grande familia de virus DNA constituida por dois géneros: o género A,
que compreende os papiloma virus, e 0 género B que compreende o polioma virus e
o SV-40 (“Simian Vacuolating Virus” = virus vacuolizante do macaco). Estes virus
sdo epiteliotropicos, ou seja, tém especial afinidade por células epiteliais. Além
disso, sdo alguns dos menores virus DNA conhecidos (55 nm de diametro), e seu
genoma se caracteriza por uma hélice dupla de acido desoxirribonucléico tendo
como sitio de multiplicagdo o nucleo celular. Estes possuem aproximadamente 8000
pares de bases e tém um peso molecular de 5,2 x 10° daltons. Os papilomavirus
ndo tém invélucro e possuem capsideos icosaédricos constituidos por 72
capsémeros que circundam o genoma?® 3% 4244.58.59) 5304 virus comuns na natureza
e tém sido reconhecidos primariamente em vertebrados maiores®®. A organizagao

gendmica de todos os tipos de HPV é semelhante havendo diferencas na seqiiéncia
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de nucleotideos do DNA. O genoma viral esta organizado em 3 segmentos de
tamanho desigual (sendo dois codificantes), consistindo de uma regido precoce
(chamada E de “Early”), uma regido tardia (chamada L de “Late”) e uma regido de
controle longo (ou regulatéria, chamada de LCR ou URR de “Upstream Regulatory
Region”). A regido nao-codificante é a LCR e estd localizada entre o final da regido
L e o inicio da regido E, estando envolvida com a replicagéo viral, a qual ocorre
exclusivamente no nucleo da célula do hospedeiro® ® e, com o controle da
expressao dos genes virais. Cerca de 10% do genoma esta contido dentro desta
regido e o restante esta contido na regido precoce (E - 50%) e, na regiado tardia (L -
40%)9,

Ha dois modos de replicagao dos papilomavirus. O primeiro ocorre nas
células da camada basal da epiderme, onde o genoma viral € mantido de forma
estavel em copias multiplas, sendo distribuido homogeneamente entre as células-
filha. Este tipo de replicagdo garante uma infeccado persistente das células
proliferativas da camada basal. Uma outra forma de replicagdo do DNA viral é a
vegetativa, que ocorre nas camadas mais diferenciadas da epiderme. Tais genomas
virais, em multiplas cépias, sdo finalmente montados em particulas virais maduras
ou virions, sendo que uma das caracteristicas da semelhanga na organizacao
gendmica é que todos os genes virais, ou unidades de tradugado (chamadas ORF de
“Open Reading Frames” ou bandas abertas de leitura), estao localizados na mesma

fita de DNA, onde as sequéncias sdo designadas de E1 a E8 e de L1 a L2 (Fig.

1 )(61, 62)
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Fig.1 — Mapa gendmico do HPV 16 determinado a partir da seqiéncia de DNA. O genoma
€ uma molécula de DNA com dupla alga circular contendo 7.904 pares de bases. A
transcrigdo ocorre em sentido horario; o unico promotor transcripcional mapeado
até o presente para o HPV 16 é o P97. As ORFs da sequéncia de DNA sao
designadas de E1 a E7 e de L1 e L2 e estdo demonstrados no lado externo do
genoma circular. AE e AL representam a regido precoce e a regido tardia
respectivamente. A regido longa de controle viral (LCR) contém elementos
regulatérios transcripcionais e de replicagéo.

Os genes precoces estdo envolvidos na replicagdo do DNA viral (E1), no
controle da transcricdo (E2), na maturacdo e liberagcdo das particulas virais e
alteragdo da matriz celular (E4) e no estimulo de proliferagdo e transformagéao
celular — imortalizacao (E5, E6 e E7). As proteinas codificadas por E6 e E7 de tipos
oncogénicos de HPV tém mostrado capacidade de desregular o ciclo celular, por se
unirem aos produtos de genes supressores de tumores (p53 e Rb) envolvidos na
regulacdo do crescimento e proliferacéo celular®. A regido tardia compreende os
genes L1 e L2, que representam as proteinas principal e secundaria do capsideo e
|(20, 44, 60, 61) (

tém a funcao de codificarem as proteinas estruturais do capsideo vira

Fig.2 ).
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Fig.2 - Fungdes atribuidas as bandas abertas de leitura do HPV®"

FUNCAO ORF
Replicagdo do DNA viral E1
Controle da transcrigao E2
Estimulo de proliferagéo e transformacéo celular E5,E6,E7
Proteina principal e secundaria do capsideo L1, L2
Maturacao do virus e alteragdo da matriz celular E4
Ignorada E3, E8

Classificacdo do PV

Todas as papilomatoses virais humanas e animais pertencem ao género
Papillomavirus o qual constitui um dos dois géneros da familia Papovaviridae. Os
papilomavirus apresentam um extremo grau de especificidade ao hospedeiro e,
embora haja uma falta de evidéncia que humanos possam ser infectados por algum
papilomavirus animal, existe a sugestdo de que o papilomavirus canino possa ser

m® 783 A transmissdo natural inter-espécies ndo esta descrita,

transmitido ao home
com excecao da papilomavirose bovina que pode infectar cavalos®®.
Papilomavirus tém sido isolados de pelo menos 24 espécies animais

incluindo aves, répteis e mamiferos® " (infectam a mucosa epitelial ou superficie
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cutanea de quase todas as espécies vertebradas) e, em algumas destas espécies
tém sido associado ao carcinoma invasivo®.

A observacdo de que infegdes por papilomavirus em cauda de coelho
levavam ao desenvolvimento de lesbes queratinosas, e de que algumas progrediam
para neoplasmas epiteliais invasivos, em 1933, levou a descoberta do primeiro virus

39)

DNA causador de tumores em mamiferos®®. O Papilomavirus é classificado de

acordo com a sequéncia de acidos nucléicos, com os componentes do genoma e
com o hospedeiro infectado® 7.

As papilomaviroses podem produzir proliferacdo epitelial pura, sendo, um
exemplo, os papilomas observados em todos os tipos humanos e em alguns tipos
bovinos. Além disso, pode haver uma combinacdo de proliferacdo epitelial e
fibroblastica, que sado os fibroblastomas observados em alguns tipos bovinos e
ovinos. O aspecto histolégico se caracteriza por um espessamento da epiderme
(acantose) e por hiperceratose, sendo que comumente se observa algum grau de
papilomatose. A presenca de granulos cerato-hialinos proeminentes na camada
granular do epitélio &, muitas vezes, observada® .

Todos os papilomavirus partilham algumas sequiéncias de nucleotideos. Nos
genomas virais, as areas mais conservadas incluem a regido E1, E2 e a L1, sendo
as areas menos conservadas as regides regulatéria de controle longo, a E4, ES e a
L2062,

Os papilomavirus diferem de muitos outros virus DNA em que, depois de
infectar o hospedeiro, o genoma do papilomavirus ndo é normalmente inserido
dentro do genoma do hospedeiro. O genoma existe como um epissoma, ou seja,

uma hélice circular com somente uma banda transcripcionalmente ativa®®?
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O papilomavirus que infecta 0 homem recebe a nominagao de papilomavirus
humano (HPV) © 7. A especificidade tecidual do HPV parece ser exclusiva para o
epitélio pavimentoso da pele e para as mucosas®?. Estes virus sao transmitidos em

.5 41 sendo que podem ser subclassificados em

fases precoces da vida humana'
tipos quando isolados dentro da mesma espécie®® ”.

A distingao entre tipos de papilomavirus € baseada na homologia existente
entre a sequéncia de nucleotideos de seus genomas. Um HPV é considerado um
novo tipo se a seqiéncia de nucleotideos dos genes L1, E6 e E7 (aproximadamente
30% do genoma viral) diferir em mais de 10% dos tipos conhecidos. Se estas
diferencas forem menores de 2%, designam-se como “variantes” do mesmo tipo, ou,
ainda, se a diferenca estiver entre 2 e 10%, os HPV isolados sao classificados como
“subtipos” virais®® * %8 Atualmente, considera-se que uma diferenca superior a
10% na sequéncia de nucleotideos do gene L1 é critério suficiente para definir um
novo tipo®® 7).

Sao conhecidos mais de 120 tipos de HPV, sendo que 80 deles ja estao bem

st % 7. 44 68) o destes, 16 sdo mais frequentemente

caracterizados em humano
observados em lesdes bucais ( |, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35 ¢
57). A maioria sdo de baixo risco ( 6, 11, 13, 32), associados a lesdes benignas da
cavidade bucal, e com potencial pequeno para a progressao maligna. Os gendtipos
de alto risco (16, 18, 31, 33, 35) tém um potencial maligno aumentado e sao
freqlientemente associados a displasia epitelial e carcinoma de células
escamosas'”.

Os gendtipos 13 e 32 sdo exclusivos de lesdes da cavidade bucal,
comumente vistos em hiperplasia epitelial focal (FEH) e em uma pequena

percentagem de condiloma acuminado e papiloma de células escamosas'” ¢ 49, Em
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papilomas orais, o HPV 6 e 11 sdo os mais frequentemente observados; em
verrugas orais o HPV 2 e 4 foram identificados e, em lesbes pré-cancerosas e
cancer os tipos de HPV 2, 11, 16 e 18 foram observados, sendo o HPV 16 o tipo
mais freqiiente®.

A variabilidade intra-genbmica tem sido estudada nos HPV tipo 5, 6, 8, 11,
16, 18 e 45. Ela ocorre em torno de 2% em regibes codificadas e, 5% em regides
nao codificadas. Em geral, estima-se que o papilomavirus DNA genoma evolua em
taxas de aproximadamente 1% por 100.000 anos, o que é muito menor que a
observada entre virus RNA. Estes achados tém levado alguns investigadores a
sugerirem que todos os tipos de HPV conhecidos sdo extremamente estaveis e tém
existido em forma quase idéntica desde o comeco da espécie humana®’: ¢ 9,

Classicamente, o HPV tem sido classificado de acordo com a localizagao das
lesdes nas quais foi inicialmente isolado®® . Desta forma, foram definidos 3
grandes grupos de HPV que sao os tipos cutaneos, os tipos mucosos ou genitais, 0s
quais infectam também mucosas orais e respiratorias, e os tipos cutaneos

associados a EV'?

(tabela 4). Esta classificacdo nao é rigorosamente correta, uma
vez que tipos genitais de HPV sao eventualmente encontrados na pele, e vice-
versa®®,

Os tipos mucosos tém sido subdivididos em alto e baixo risco, ou seja, com

@)

ou sem potencial oncogénico'’”’. Analises filogenéticas tém sido utilizadas na

tentativa de encontrar um outro sistema de classificacdo para o HPV®" 70,
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Tabela 4. Classificacdo dos tipos de HPV de acordo com a localizagao da lesao que

causam com maior frequéncia

Localizagao Tipos de HPV
Cutanea 1,4, 41, 48, 60, 63, 65
Mucosa 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33,

34, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54,

55, 56, 58, 59, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 73

Cutanea e/ou mucosa 2,3,7,10, 27, 28, 29, 40, 43, 57,61, 62, 72

Cutanea associada a Epidermodisplasia 5,8,9, 12,14, 15, 17, 19, 20/46*, 21,
Verruciforme 22,23, 24, 25, 36, 37, 38,47, 49, 50

e HPV 46 & um subtipo do HPV 20; Tabela Modificada de Wieland & Pfister, 1999.7?

Transmissao

O modo de transmisséao viral ndo é claro. Ha evidéncias de que a infecgao
laringeal por HPV nas criangas pode originar-se no parto de uma infec¢ao cervical
da mae, ou através de aspiracdo neonatal de liquido amnidtico durante o parto, ou
por transmissdo via hematogénica durante viremia. Esta ultima hipétese é a mais

58, 73)

aceita para explicar a transmissdo materno-fetal® Chatterjee e

73) promoveram um estudo por hibridizagdo in situ pesquisando HPV

colaboradores!
DNA com sondas para tipos 6/11, 16/18 e 31/33/35 em 30 gestantes, com 20 a 34
anos de idade, 24 horas antes do parto, com coleta de raspado cervical e, coleta de

swab bucal em seus bebés, 24 horas apds nascimento, sendo 12 meninas e 19
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meninos. Das gestantes, 21 sofreram parto normal e 9 foram submetidas a cesarea.
Foram HPV positiva 12 das 30 gestantes (40%) e 5 de seus bebés (5/12; 41,6%).
Destes bebés, 2 nasceram de partos normais e, 3 nasceram de partos cirurgicos. O
tipo mais frequiente nas maes foi o HPV 16/18 (5/30; 16,6%) e, nos bebés foi o HPV
6/11 e 16/18 em taxas iguais (6,4%). As possibilidades de transmissdo de HPV de
mae para filho incluem a rota intra-parto (durante passagem pelo canal de
nascimento infectado), transplacentaria (intra-utero) e, pds-natal no contato com
individuos infectados. A transmissao ocorre mais frequentemente quando células
cervicais de maes contém alta carga viral. A taxa de positividade para HPV em
mulheres assintomaticas varia de 1,3% a 40%. Durante a gravidez esta taxa pode
aumentar para 52%. O aumento na prevaléncia de HPV tem sido demonstrado com
a progressao da idade gestacional. A alta taxa de HPV positivo no raspado cervical
coletado na segunda metade da gestacdo tem sido atribuida a influéncias
hormonais. A influéncia de horménios nos elementos regulatérios do HPV tem sido
demonstrada experimentalmente”. A possibilidade de flutuacdo na detecgdo do
HPV DNA durante o curso gestacional também tem sido sugerido. Entdo, uma alta
atividade hormonal em estagio avancado da gestagdo pode contar com alta
prevaléncia de HPV.

A influéncia hormonal e o estado alterado de imunidade, da mulher préximo
ao parto, pode levar a um aumento na ativagcado de HPV latentes e entdo resultar em
um alto nivel de deteccao de HPV em amostras cervicais. O numero de bebés com
HPV positivo nascidos por cesarea indica que este modo de parto ndo tem efeito
protetor para a transmissdo vertical do HPV. E a auséncia de baixa taxa de
transmissdo de algum HPV tipo especifico pode refletir a presenca de pequeno
numero de cépias por célula e/ou menos carga viral nas maes. A seqliiéncia de HPV
DNA tem sido detectada em fluido amnidtico de gestantes que tiveram doenca
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cervical associada. Isto indica que o HPV tem a capacidade de cruzar a barreira
placentaria sendo possivel a transmissdo materno-fetal. O feto entdo pode ter
contato com a infeccao por HPV antes do parto.

Entretanto, o modo de transmiss&o mais comum é horizontal.

O contagio da infe¢do pelo HPV ocorre por contato direto ou indireto, através
de fragmentos de tecido infectado que penetram no organismo humano por meio de
solucdes de continuidade. A auto-inoculagdo também pode ocorrer quando estes
fragmentos infectados derivam da propria pessoa. Além disso, admite-se a
possibilidade de transmissdo da infegao pelo HPV através de fomites e até mesmo

pelo s0lo(38: 43. 58,74, 75)

Patogénese

A inoculacido bem sucedida do HPV depende da susceptibilidade individual e
da viabilidade do virus. Os fatores que podem influenciar a infectividade sdo o grau
de exposigao das lesdes, 0 numero de particulas virais na lesdo e os mecanismos
de defesa especificos do hospedeiro. A imunidade mediada por células é mais
importante que a humoral na resposta do hospedeiro ao HPV® 43,

O HPV penetra nas células da camada basal expostas apds micro-
traumatismos, sendo que os virions perdem o seu invélucro protéico e 0 genoma
viral alcanca o nlcleo onde se estabelece em forma epissomal®® %% ¢ 75 As células
basais infectadas experimentam um retardo na sua diferenciacdo e se dividem
lateralmente produzindo um clone de células basais infectadas®® ). As células
basais ndo permitem sua replicacdo, no entanto, com a diferenciacdo dos
queratindcitos, a replicagdo viral e a sintese de proteinas estruturais do HPV tém
inicio nas camadas superiores do epitélio. Os eventos celulares especificos
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relacionados com a diferenciagao celular traduzem sinais estimulatérios para a
replicagao viral®). Particulas virais maduras podem ser detectadas nos nicleos das
células da camada granulosa ou cérnea® **). O HPV se replica em grande nimero

somente em células altamente diferenciadas®.

Incubacao e Laténcia

O periodo de incubagdo do HPV varia de 6 semanas a 8 meses®). No
entanto, pouco se sabe sobre a laténcia deste virus“*"®. Apés o periodo de laténcia
inicia-se uma fase ativa de expressao do virus, em células permissivas (maduras) e
na presencga de fatores predisponentes relacionados ao hospedeiro, ao tipo de HPV
e & presenca de co-fatores?). Certamente, a laténcia é possivel e é provavelmente
relacionada a uma resposta imune que pode conter a infe¢do (regresséo) ou ser
insuficiente para elimina-la (expressao ativa)’®. A imunidade celular desempenha,
portanto, um papel fundamental na defesa contra a infegdo pelo HPV®® % O
estagio de contengdo, que envolve a regressao da infec¢do por este virus, ndo é

observado em individuos com déficit de funcéo dos linfécitos T,

5. HPV E A IMUNODEFICIENCIA

Individuos que sao imunocomprometidos desenvolvem lesdes com
aparéncia clinica ndo-usual. Estas lesdes incluem tipos HPV ndo comumente vistos
em lesdes orais. O fato de que a imunossupressado é um fator predisponente para
lesbes associadas ao HPV, sugere que a regulagdo da imunidade tem um papel na

patogénese destas lesdes®®. Pacientes que recebem terapia imunossupressora
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apoés transplantes de 6rgdos tém risco aumentado para o desenvolvimento de
tumores malignos. A incidéncia de neoplasia nestes pacientes é 100 vezes maior
que os controlados por idade®®. A causa para este aumento na incidéncia ndo é
clara, mas pode ser devida a combinacdo de diminuicdo da deteccao de células
cancerigenas pelo sistema imune, estimulagdo antigénica crénica pelo 6rgao
transplantado, efeitos carcinogénicos diretos de drogas imunossupressoras ou
proliferagdo de virus oncogénicos®* 3.

Zhang e colaboradores®), ao comparar a presenca de carcinoma de células
escamosas oral em pacientes transplantados e nao-transplantados, observa que
prevalece a tendéncia desta lesdo no sexo masculino porém, a manifestacdo ocorre
em individuos mais jovem. O uso de tabaco e consumo de alcool sao fatores menos
freqUentes, o que sugere o envolvimento de outros fatores de risco neste cancer.
Considera que a atipia celular deve ser cuidadosamente avaliada nos pacientes com
doencga do hospedeiro versus enxerto, onde a presenga e grau de displasia € um
sinal indicativo de possivel desenvolvimento de les&o oral maligna®®.

Em transplantados renais, muitas das lesdes, pré-malignas e malignas, em
mucosa e tecido cutaneo tém sido associadas com a detec¢dao de HPV de alto
risco’”). Porém, neste estudo’”, onde pacientes portadores de HIV e transplantados
renais foram pesquisados para a presenca de HPV, os que se mostraram positivos
continham HPV de baixo risco. Para Zhang e colaboradores(ss), a maior diferenca
entre o perfil molecular do carcinoma de células escamosas oral em transplantados
e nao-transplantados foi o achado de infecgdo por HPV nas células cancerigenas.

O rapido aparecimento de verrugas em pacientes transplantados renais, nao

afetados previamente, é demonstrado durante tratamento imunossupressivo.

Também ¢é observado um aumento da incidéncia de infecgdo por HPV durante a
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gravidez, e aumento da freqiéncia, da gravidade, e de recidivas em individuos
positivos ao HIV5 76,

Em estudo realizado por Campisi e colaboradores’” através da PCR,
pesquisou-se a presenca de HPV em mucosa normal de pacientes HIV positivos
que consistiu de um grupo de 57 individuos, grupo de transplantados renais de 40
individuos e o grupo controle de 30 voluntarios saudaveis. HPV-DNA foi detectado
em 8 dos individuos transplantados renais, 4 dos pacientes HIV+ e um dos
individuos saudaveis. Todas as amostras continham HPV de baixo risco. HPV
genoma foi detectado em mucosa oral clinicamente normal de pacientes HIV
positivos e transplantados renais, com maior, mas nao significativa diferenga do

grupo controle.

6. HPV E LESOES ORAIS

A possibilidade da infecdo por HPV ser a etiologia do carcinoma oral foi
primeiramente sugerido por Syrjanen e colaboradores”™® em 1983, em estudo que
procurou verificar evidéncias morfolégicas e imuno-histoquimicas tipicas do
papilomavirus humano na carcinogénese de células escamosas orais. Neste estudo,
40% (16/40) dos espécimes de carcinoma oral analisados mostravam lesdes
sugestivas de HPV. Destas, 8 mostraram-se positivas para HPV por
imunohistoquimica. A mesma série de bidpsias foi analisada posteriormente por
Chang e colaboradores® por “hibridizacdo in situ” e PCR revelando 12 (30%)
amostras contendo HPV-DNA tipos 11, 16 ou 18. Em outro estudo®®, os autores
encontraram HPV 6, 11, 16 e 18 em 6 de 51 carcinomas orais € em 6 de 21 lesdes
displasicas. O HPV 16 tem sido o tipo mais freqliente associado ao carcinoma oral”

8) Um estudo!” observou o DNA do HPV 16 em 76,4% de 17 carcinomas de células
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escamosas oral estudados. Outro estudo”®, em 1985, levantava a possibilidade do
papilomavirus estar implicado em algumas lesGes orais pré-malignas e malignas.
Assim, protocolos para a investigacao da infecgdo do HPV na orofaringe com
diversas técnicas diagndsticas, incluindo pacientes portadores e nao-portadores do
HPV genital sdo sugeridos por alguns autores para uma analise comparativa mais
fiel do perfil epidemioldgico desta infecgao.

A mucosa oral de 51 mulheres com diagnéstico clinico e histolégico de HPV

(" através da coleta de material para esfregaco citolégico. Neste

genital foi avaliada
estudo, a presencga de coilocitose foi considerada evidéncia da presenca de HPV
e, a discariose, a binucleagéo e a paraceratose como suspeita da presenca de HPV
na mucosa oral destas mulheres. Além disso, pacientes com lesao clinica de HPV
genital apresentaram evidéncia ou suspeita de HPV oral mais frequientemente que
aquelas que tinham lesao subclinica de HPV. O estudo mostrou que o HPV pode
estar presente na mucosa oral de mulheres portadoras de HPV genital, mesmo nao
havendo lesdes clinicamente detectaveis na mucosa oral. No entanto, outro

estudo™

nao observou o mesmo achado, concluindo ser infreqliente a presenca de
alteragdes de mucosa oral sugestivas de infecgdo por HPV em mulheres portadoras
de infecgao genital por este virus.

Um estudo conduzido por Badaracco e colaboradores®”, avaliou 29
mulheres com idade entre 21 e 48 anos, sendo que a infecao por HPV foi
demonstrada em 16 delas (55.2%). A taxa de deteccdo de HPV oral nestas
mulheres foi 37.9% e no trato genital, 34.5%. Neste estudo®” , o HPV 16 foi o mais
freqlientemente observado, seguido pelo HPV 6. Em 5 mulheres positivas para a
infecdo por HPV em cavidade oral e trato genital, 3 possuiam o mesmo tipo em
ambos os sitios. No entanto, multiplos tipos de HPV foram encontrados em 9 de 26

amostras, sendo que o HPV 6 esteve frequentemente associado a outros tipos de

47



HPV neste estudo®. Estes dados indicam a ocorréncia de infecgdes mudiltiplas e a
difus&o de diferentes tipos de HPV na mucosa genital e cavidade oral.

Um risco aumentado para o cancer da cavidade oral, da faringe e da laringe,
subsequente a ocorréncia de cancer de colo de utero, tem sido observado e, sugere
a possibilidade de um fator etiolégico comum, ao lado do fumo®". O HPV tem sido
encontrado em elevadas propor¢goes em lesbes do trato aerodigestivo superior,
principalmente papilomas laringeais e lesdes papilares orais®".

Entre os HPV conhecidos, os tipos 1, 2, 4, 6, 7, 11, 13, 16, 18, 32, 57 tém
sido encontrados em diferentes lesGes da cavidade bucal. Destes, o tipo 13 e 32
sdo exclusivos de lesbes da cavidade bucal, sendo comumente vistos na
hiperplasia epitelial focal” 49 7).

Os casos descritos de condiloma acuminado e de papiloma de células
escamosas que contém HPV 13 ou 32 demonstram caracteristicas
histomorfoldgicas semelhantes a hiperplasia epitelial focal. No entanto, na maioria
das vezes, nao ha associagao preferencial demonstrada entre HPV tipo especifico e
uma les3o oral em particular®).

Em estudo realizado por Sand e colaboradores'” foram examinadas as
bidépsias de mucosa oral de 53 pacientes com diferentes lesbes orais e de 12
pacientes controle saudaveis. Neste estudo!'", o material de bidpsia foi examinado
através da técnica PCR, utilizando-se “primers consensus” da regido L1 e “primers”
especificos para tipos HPV6/11, 16 e 18. Todos os pacientes controle foram
negativos para a presenca de HPV. As lesbGes observadas incluiam: 24 carcinomas,
sendo 3 positivos para HPV ( tipos 16, 6/11, 18 e um nao especifico); 22 lesdes de
liquen plano, sendo 6 positivas para HPV (tipos 5, 18 e um ndo especifico), e 7
leucoplasias, com 2 HPV positivo (tipos 16 e 6/11). A associagcdo com o HPV

observada foi independente do uso de fumo e alcool.
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Em outro estudo®, onde foram avaliados 20 casos de leucoplasia pilosa oral
de pacientes masculinos homossexuais, para verificar a presenca de HPV e do virus
Epstein Barr (EBV) utilizando as técnicas de imunoperoxidase e de hibridizag&o “in
situ”, o HPV foi observado em apenas 1 caso, enquanto todos os demais eram
positivos para EBV. Os autores deste estudo concluiram que o EBV é o mais
prevalente agente viral na leucoplasia pilosa oral. A mesma prevaléncia ocorreu em
estudo semelhante®?.

A hiperplasia epitelial focal (FEH) da mucosa oral € uma doencga observada
em elevada freqiiéncia entre esquimés da Groenlandia e Canada artico e, além
destes, entre indios das Américas do Norte, Central e do Sul. A prevaléncia deste
tipo de achado é consideravelmente menor no resto da populacdo mundial. A
distribuicdo geografica e racial ndo usual, sugere que a susceptibilidade para a
doenca pode depender de fatores genéticos. No entanto, a observacao de particulas
de HPV e a detecgdo de grupo antigeno especifico ou de HPV-13 em uma certa
proporcéo destas lesdes sugere que a FEH é uma doenga associada a pelo menos
um tipo especifico de HPV®*. Em lesdes de 10 pacientes com FEH de mucosa oral,
sendo 4 deles esquimds da Groenlandia, foi investigada a presengca de DNA para o
HPV®Y. O HPV 13, ja associado & FEH, foi encontrado nos esquimés e, o HPV 32
foi encontrado nos outros 6 pacientes. O investigadores sugeriram entdo que
provavelmente a FEH da mucosa oral € uma doencga associada a 2 tipos especificos
de HPV, 013 e o0 32.

Ward e colaboradores®", examinaram os papilomas orais de 19 pacientes
que tinham diagndstico clinico e confirmacao histoldgica, através da técnica PCR e
apos, os produtos da PCR foram submetidos a técnica de hibridizagdo por “dot blot”

para o DNA do HPV tipos 6, 11, 16 € 18. Os HPV tipos 6 e 11 ou ambos foram
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identificados em 68% destas lesGes sugerindo a possibilidade de um papel
etiolégico do HPV na patogénese dos papilomas de células escamosas orais.

Em um estudo realizado por Martinez e colaboradores® entre os anos de
1963 e 1982, em pacientes que procuraram um servigo publico de saude no México,
67 lesdes de papiloma bucal (3,1% das bidpsias) sao investigadas. Neste local o
atendimento era dispensado a individuos com idade superior a 16 anos. A média de
idade dos pacientes avaliados era 39,5416 e variava entre 16 a 70 anos, sendo que
as lesdes foram mais freqiientes na 3" década de vida, em mulheres (1,4:1) e com
localizacao preferencial na lingua. O tratamento utilizado foi o de extirpacao total
com margens de seguranga havendo apenas um caso de recorréncia e nenhuma
evolugdo para a malignidade. Um indice de 9% de confusao no diagndstico clinico
entre papiloma e fibroma ainda é descrito porém ressalta-se que € menor que em
outros estudos.

A prevaléncia de HPV observada em pacientes com cancer oral é bastante
variada (0 a 100%)"" %> %9 Esta variabilidade pode estar relacionada ao tamanho da
amostra estudada ou mesmo a sensibilidade da técnica diagnostica empregada.
Algumas das pesquisas® ** 8) n3zo incluiam amostras controle ou tinham um
pequeno numero de amostras controle comparados com o numero de casos. Outra
dificuldade relatada em estudos da carcinogénese oral inclui a obtencdo de
espécimes de bidpsia oral normal de individuos saudaveis e até mesmo a obtencao
de multiplas bidpsias de um mesmo individuo. Além disso, informagbes adicionais e
relevantes em relagcéo ao grupo controle, com freqiéncia ndo sdo completados, em
especial sobre co-fatores conhecidos na carcinogénese oral como o uso de tabaco e
consumo de alcool“?).

O desenvolvimento do cancer oral prossegue através de mudancas
genéticas moleculares sucessivas que sao adquiridas de uma integridade genémica
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perdida apds continuada exposicdo a fatores de risco ambiental. De particular
importancia temos os carcindégenos quimicos relacionados ao tabaco e a infegédo por
HPV. O genoma HPV sozinho fracassou em dar um aumento na populagdo de
células tumorogénicas, as quais requerem também exposicdo a carcindégenos
quimicos. Quando expostos a agentes danosos, os HPV exibem um prejudicado
controle do ciclo celular e da atividade de reparo do DNA, além de uma acumulada
freqiéncia de mutagdes induzidas por mutagénicos ou mesmo espontaneas. Além
disso, a expressao de oncoproteinas E6 e E7 de HPV de alto risco foram suficientes
para aumentar a freqiéncia de mutacdo em ceratindcitos normais. Estes achados
sugerem que a infegdo viral em combinagdo com a existéncia de carcinégenos
quimicos podem ser a causa mais importante de indugao de instabilidade genética e
desenvolvimento de cancer oral®.

O HPV 16 esta mais relacionado a lesbes pré-cancerosas e ao cancer,
conforme descrito por alguns investigadores® * " 3 os quais observaram que em
mais de 80% das leucoplasias orais e de 46% dos carcinomas de lingua e assoalho
de boca este tipo viral estava presente. Este tipo viral também tem sido observado
em tecidos histologicamente normais“?. Maitland e colaboradores™ identificaram o
HPV 16 em 41% de espécimes de biopsia oral normal. Células esfoliativas orais de
adultos saudaveis e de pré-escolares foram examinadas com a técnica PCR“?. Em
adultos, HPV 6b e HPV 16 estavam presentes em 17% e 23% das amostras,
respectivamente e, em pré-escolares estes tipos foram observados em 24% e 19%,
respectivamente. Em outro estudo similar®”, o HPV 16 foi identificado em 6 de 10
amostras de mucosa bucal histologicamente normal. Estes achados sugerem que o
HPV, particularmente o tipo 16, pode estar presente na mucosa oral normal de

forma assintomatica ou latente*?.
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Um estudo realizado por Mao e colaboradores*® observou a presenca de
HPV 16 em 30,8% dos pacientes com carcinoma oral. Em contraste, 26,9% dos
sitios ndo afetados do mesmo grupo de pacientes também testaram positivos ao
HPV. Assim, enquanto alguns estudo sugerem uma associacdo mais forte entre o
HPV 16 e o carcinoma oral, outros sugerem que nao ha uma evidéncia
suficientemente clara dessa associagcdo. Esta observacdo esta de acordo com
publicagéo cujo estudo identificou a presenga HPV 16 em um elevado percentual de
tecido epitelial normal®®. Estes achados reforcam a hipdtese de que o DNA do HPV
16 possa estar envolvido na carcinogénese oral, no entanto que a sua acgéo isolada
nao tem um papel significativo na causa do cancer oral“® %),

Foram estudadas, por Bustos e colaboradores'?, 33 amostras de bidpsias
de carcinoma oral e, 33 amostras controle de pacientes com mucosa oral normal. A
prevaléncia de HPV entre as 33 amostras de casos estudada foi de 27,27%. Nas
amostras controle ndo houve detecgédo de HPV. Entre os HPV positivo, 3/9 (33,33%)
eram em carcinomas espinocelulares e 5/9 (55,56%) em carcinomas verrucosos e, o
virus foi o fator de risco mais importante; somente 1 era fumante e nenhum ingeria
mais de 60g de alcool por dia. O carcinoma verrucoso foi a neoplasia associada
com mais frequiéncia a infecdo por HPV o que poderia sugerir um maior papel do
HPV na patogénese deste carcinoma. A presenca viral encontrada em lesdes
cancerosas reforca a natureza multicausal do cancer oral.

O significado bioldgico da associacdo HPV e cancer oral se encontra na
alteracdo de pontos criticos do controle do ciclo celular, através de oncoproteinas
virais (E6 e E7), que formam um complexo com proteinas celulares que regulam
negativamente a proliferagéo celular (p53 e p105 RB) e neutralizam sua funggo!"?.

Alguns investigadores®, examinaram 40 pacientes com carcinoma oral de

células escamosas e 20 individuos com mucosa oral normal para determinar uma
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possivel relagdo entre as infecgdes por HPV 16 e 18 e a alteragdo da proteina p53
nesta doenga. A infeccdo por HPV 16/18 foi observada em 29 dos espécimes
tumorais sendo que destes, 11 também apresentavam alteragédo de p53. A proteina
p53 encontrava-se alterada em um total de 18 espécimes tumorais. Os autores
concluiram que ambos, a infecgao por HPV 16/18 e a alteragao de p53, juntos ou
separados, estdo associados ao carcinoma oral de células escamosas, porém nao
foi observada uma relacdo entre eles®. No entanto, outro estudo® aponta que
esta relagao existe, sugerindo um efeito mutagénico no carcinoma oral de células
escamosas pelo HPV 16. Este estudo observou, porém, que nem a infecgao por
HPV ou a mutacdo p53 influenciaram a sobrevida dos pacientes.

O HPV isolado MM4 (W13B) foi identificado por Manos e colaboradores®”
em uma co-infecgdo com HPV 53 em uma paciente com citologia normal e, em 3 de
30 tumores cervicais HPV positivo de pacientes das Philipinas sugerindo um cluster
geografico. Porém, a identificagdo do MM4 mas ndo de outro tipo HPV em biépsias
de 2 pacientes mexicanas com cancer cervical mostra o alto potencial oncogénico
deste HPV e indica que ele ndo se encontra restrito as Philipinas ou oriente
asiatico®?.

0 HPV 73, outro raro tipo HPV (anteriormente designado MM9 ou PAP238A),
foi detectado e sequUenciado de uma verruga oral com atipia de um paciente com
HIV positivo“®®. A constante deteccdo de HPV 73 em swabs cervicais de uma
paciente que progrediu de baixa a severa displasia apés 1,5 anos indica a
persisténcia da infec¢cao por HPV 73 e mostra sua associagdo com a progressao
maligna®, estando de acordo com estudos prévios onde a aparente infecgdo Unica
por PAP238A e W13B em varios espécimes de céancer cervical invasivo, sugere

associagdo com cancer®?.

53



7. DIAGNOSTICO DE HPV

O diagndstico do HPV pode ser clinico, citologico, histopatologico, imuno-

r’> 78 Assim, o diagnéstico

histoquimico, por microscopia eletrbnica e molecula
deste virus é obtido pela detecgado dos seus efeitos morfolégicos sobre a citologia,
ou do seu DNA ou RNA 8 7693 gglientando que, em decorréncia da falta de um
sistema celular susceptivel para o isolamento e identificacdo do virus, e, pela a
auséncia de provas sorolégicas adequadas, o diagnostico da infecgdo pelo HPV
com a identificacdo da presenca viral esta baseado, fundamentalmente, na deteccao

do acido nucléico viral ¥,

Diagndstico clinico

A infeccdo pelo HPV pode ser clinica, subclinica e/ou latente. A infeccao
clinica é aquela em que o diagndstico pode ser feito através de lesbes visiveis ou
através de um microscépico, sendo que os sintomas clinicos podem estar presentes
ou nao. Ja na infecgao subclinica, as lesdes sdo microscopicas e o diagnéstico
costuma ser através de exame citopatolégico, ou de exame colposcopico (quando
HPV genital) e/ou por exame molecular. Na infeccdo latente, o diagndstico s6 é
possivel através da deteccdo do DNA do virus, ja que ndo existem lesbes ou
alteracdes microscopicas passiveis de identificacdo da infeccéo viral“.

O exame clinico é o primeiro e, um passo essencial, para diagnosticar lesdes
associadas ao HPV. Com o auxilio de um instrumento de amplificacdo, a maioria
das lesdes pode ser identificada em diferentes sitios humanos e diferenciada de
condicbes fisioldgicas ou patolégicas que assemelham-se a lesdes virais. O

colposcépio, um instrumento de amplificacdo, é frequentemente utilizado para
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examinar a cérvice uterina, a vagina, a genitalia externa, a uretra e o anus. Estudos
recentes tém mostrado o seu uso também na tentativa de identificacdo de lesbes na

cavidade oral® %,

Diagndstico citopatoldgico e histopatoldgico

O diagnéstico da infecgao pelo papilomavirus humano pode ser feito tanto
citolégica como histologicamente, baseado nas alteracées de efeitos citopaticos
induzidos pelo virus. Morfologicamente, a infeccdo pelo HPV na pele ou mucosa
pode produzir hiperplasia epitelial e efeitos citopaticos nas camadas superficiais do
epitélio, chamados de atipias coilociticas. A atipia coilocitica, patognoménica da
infeccdo produzida pelo HPV, é caracterizada por nucleo pequeno, irregular e
hipercromatico associado a uma cavidade perinuclear de limites nitidos e periferia

citoplasmatica adensada®® ™ 76 86. %)

. Outro critério considerado diagnéstico é a
disceratose (ceratinizagdo andmala intra-epitelial). A paraceratose (células
escamosas nucleadas em miniatura) é geralmente vista na superficie do epitélio.
As camadas do epitélio também podem apresentar projecbes espessadas
(papilomatose), especialmente nas lesdes exofiticas produzidas pelos tipos de HPV
n&o oncogénicos 6 €113 7).

Apesar das alteragdes citoldgicas caracteristicas do HPV, cerca de 1/3 das
infeccdes por HPV podem passar despercebidas citologicamente se o diagndstico
for baseado apenas no encontro de alteragdes coilocitoticas. Critérios citologicos
menores, como a disceratose, caracterizada por alteragdes citoplasmaticas

induzidas pelo HPV, aumentam a sensibilidade do exame citologico de rotina"’® as

custas de uma significativa diminuicdo da especificidade.
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Ja o exame histoldgico permite a identificacdo de lesbes associadas ao HPV
na maioria dos casos. No entanto, apesar de identificagao clara de lesbes tipo as
neoplasias intra-epiteliais cervicais que tém um risco elevado de progredir para
cancer, este exame nao permite, a identificagao do tipo de HPV associado ao efeito

citopatico ou, a identificagdo de infecgéo latente”.

Diagndstico molecular

Embora o exame clinico possa ser util para a identificacdo de uma infeccao
pelo HPV, e o exame citolégico e histologico possa corroborar este achado,
somente testes especificos de biologia molecular permitirdo a identificagdo do DNA
do HPV, informando a existéncia da infeccdo, mesmo na auséncia de alteracoes
morfologicas. A identificacido direta do DNA ou do RNA do HPV ¢, assim, o método
de escolha para a detecgdo de HPV em esfregacos ou amostras de tecidos®.

Existem duas categorias de deteccdo do DNA viral: aquelas que identificam
acidos nucléicos diretamente (southern blot, hibridizacdo in situ com filtro,
hibridizagdo in situ, dot blot-virapap/viratype e captura hibrida) e uma segunda
categoria onde primeiro sdo amplificados os acidos nucléicos e posteriormente sdo
identificados os produtos amplificados®"; o Unico método de amplificagdo
corretamente utilizado é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Hibridizacdo® - As moléculas de DNA ou de RNA podem existir em estado
de fita simples ou dupla. Sob condicdes apropriadas, as fitas simples
complementares de DNA ou de RNA pareardo para formar uma dupla por um
processo chamado de pareamento de bases, reanelamento, hibridizagcdo ou
formacgao duplex. Uma vez que o DNA viral é de fita dupla, as fitas de DNA devem

ser separadas e desnaturadas para produzir alvos acessiveis, os quais podem ser
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detectados por sondas especificas DNA ou RNA. Este processo reverso, que
converte as fitas duplas dos acidos nucléicos no formato de fitas simples € chamado
de desnaturagao ou fusédo e é geralmente executado em pH altamente alcalino ou
elevada temperatura ou em concentragbes extremamente altas de sal de ion nao-
fisiologicas. A estabilidade do duplex se deve as pontes de hidrogénio entre os
pares de base complementares. Ambas as fitas se separam em uma temperatura de
fusdo especifica quando a forga de ligagdo das pontes de hidrogénio é superada.
Fatores como a concentracdo de formamida e ions de sais, comprimento das fitas
de acido nucléico e conteudo de guanosina-citosina influenciam a estabilidade da
molécula de fita dupla. Ou seja, a estabilidade do complexo resulta de um alto grau
de pareamento do nucleotideos.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) - A utilizacdo desta técnica em

estudos epidemioldgicos investigando a relagdo entre HPV e céncer cervical
promoveu uma verdadeira reviravolta nesta linha de pesquisa onde comprovou-se
ser o HPV o fator de risco principal para a neoplasia cervical e, os resultados
negativos anteriores foram atribuidos as técnicas diagnosticas de baixa
sensibilidade e especificidade empregadas’®.

E um método utilizado para amplificacdo de pequenas quantidades de
sequéncias especificas de DNA, sendo este o motivo de sua grande sensibilidade.
Apos a extracdo do DNA procede-se a amplificagdo, com uma mistura composta de:
amostra do DNA-alvo, iniciadores (primers) especificos da reagdo, DNA-polimerase
termoestavel, os quatro desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e
solucdo tampao.® )

PCR ¢ iniciada pela separagcdo de uma dupla fita de DNA em 2 fitas simples
por aquecimento a 90-100°C. A amplificagdo do DNA através da PCR é obtida
utilizando-se iniciadores oligonucleotideos (“primers”). Os “primers” sdo moléculas
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de DNA curtas, de hélice simples, complementares as partes terminais de uma
sequéncia definida do DNA. Segue-se o0 anelamento do “primer” de
oligonucleotideos sintetizados orientados para a regido de interesse a uma baixa
temperatura, baseado no ponto de fusdo ou temperatura de dissociacdo dos
“primers”. Bases nucleotidicas sao adicionadas a estes “primers” em uma direcédo 5’
a 3’ por uma polimerase DNA termoestavel para completar 2 idénticas copias do
DNA original (alvo). Este processo € repetido por 30 a 35 ciclos, com produtos de
extensdo sintetizados novamente servindo como modelo para subseqlente
desnaturagdo, resultando em uma amplificacdo exponencial de uma regido
especifica, definida da regigo original do DNA modelo.®®

Os produtos do PCR séo rotineiramente visualizados, apds eletroforese, em
gel de agarose corados com brometo de etidio os quais fazem com que o processo
seja facilmente adaptavel a uma variedade de laboratérios.

As reagdes de PCR mais utilizadas na literatura empregam “primers”
amplificando a parte do gene L1. Tal estratégia se justifica por ser esta a regido
mais conservada na sequiéncia de DNA entre os diferentes tipos de HPV, permitindo
a deteccao da sua grande maioria. Destacam-se os “primers” MY09/MY 11, descritos
por Manos e colaboradores” % %9 e os “primers” GP5+ / GP6+, utilizados por J.

75, 93

Walboomers e colaboradores! ). O par de iniciador genérico mais utilizado para

amostras orais tem sido o MY09/MY11¢®),

A PCR é, portanto, um processo térmico, ciclico, automatizado onde, em
uma reacdo bem sucedida, apds 30 ciclos sdo produzidas mais de 10° cpias de
DNA(QS, 101).

A principal desvantagem da PCR deriva de sua alta sensibilidade que leva a
um grande numero de diagnédsticos positivos sem correlagdo clinica, sendo,

portanto, um teste de baixo valor preditivo positivo, mas de altissimo valor preditivo
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negativo®. O diagnéstico molecular ndo deve ser usado como forma de rastreio
populacional.

Devido a eficiente amplificacdo de tragcos de DNA, pequenos tecidos como
um simples cabelo ou células coletadas da cavidade oral por um enxaguatério, os
quais produzem de 2 a 5 ug de DNA, sao suficientes para iniciar o modelo de PCR.
Por ser uma técnica extremamente sensivel, resultados falso-positivos podem,

ocasionalmente, ocorrer®®,

8. GENOTIPAGEM DO HPV POR RESTRICAO ENZIMATICA

Estudos prévios tém mostrado que a identificagao de tipos de HPV através
da digestdo com enzimas especificas (Restriction Fragment Lenght Polymorfism —
RFLP) é um método simples e acurado®® 7).

Quarenta e um dos tipos HPV mucosais podem ser identificados por este
método. E, todos eles podem ser amplificados por PCR com “primers consensus” da
regido L1®". Cada um dos tipos de HPV tem uma seqiiéncia especifica e, de acordo
com a combinacdo dos resultados produzidos pela digestdo com cada uma das
enzimas, é possivel identifica-los®® ¢7).

O painel de enzimas para a realizagdo do RFLP é: Bam H I, Dde I, Hae |,
Hinf I, Pst |, Rsa | e Sal 3a |.

O quadro 4 descreve uma comparacao entre a sensibilidade e especificidade

dos varios métodos diagndsticos.
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Quadro 4. Comparagao entre os Métodos de Diagnéstico Laboratorial "

Exame Grau de Sensibilidade Especificidade Discriminagdao Quantificagao
dificuldade tipos de HPV viral

citologico* baixa baixa baixa nao nao

histologico baixa baixa baixa nao nao

imuno-histo-  moderada moderada alta sim nao

quimico™*

captura baixa alta alta sim sim

hibrida

hibridizagao moderada alta alta sim nao

in situ**

PCR extraido alta alta alta sim nao

PCR in situ™* muito alta alta alta sim nao

hibridizacao muito alta alta alta sim nao

Southern blot

* método de rastreio populacional e ndo de diagndstico
** permitem correlagdo com o aspecto morfoldgico da lesédo
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9. LESOES ORAIS MAIS COMUNS

1.Condiloma Acuminado

Também chamado de Verruga Venérea por ser freqluiente na regiao
anogenital. E uma proliferacdo, induzida por virus, do epitélio escamoso
estratificado da genitélia, regido perianal, boca e laringe. Parece estar associado ao
HPV-6, HPV-11, HPV-16 e HPV-18, entre outros. E considerada uma doenca
sexualmente transmissivel(DST), com lesdes desenvolvendo-se no local de contato
sexual ou trauma. Sao mais comuns na regido anogenital que na boca e
representam cerca de 20% de todas as DST diagnosticadas .

O periodo de incubacao de um condiloma é de uma semana a trés meses a
partir do momento do contato sexual. Uma vez presente, a auto-inoculagdo para
outros locais de trauma € possivel.

Caracteristicas Clinicas

S&o0 normalmente diagnosticados em adolescentes e jovens adultos, mas
pessoas de todas as idades sao suscetiveis. As lesdes orais ocorrem, com mais
freqiéncia, na mucosa labial, palato mole e freio da lingua. O condiloma tipico
apresenta uma mucosa rosa, exofitica, firme e séssil, com projegcdes superficiais
embotadas e curtas, semelhantes a uma couve-flor que proliferam e coalescem. Em
geral, assintomaticos. Tendem a ser maiores que os papilomas, e sao
caracteristicamente multiplos e aglutinados. O tamanho médio da lesdo é de 1 a 1,5
cm, mas lesdes orais de até 3 cm tém sido relatadas. O diagnéstico diferencial de
papiloma de células escamosas e em alguns casos, de carcinoma verrucoso deve

ser realizado.
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Fig. 3 — Condiloma Acuminado (Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagndstico
e Tratamento)102

Caracteristicas Histopatoldgicas

Aparece como uma proliferagdo benigna de epitélio escamoso estratificado
acantoético, com proje¢des papilares superficiais levemente ceratéticas. Nucleos
delgados de tecido conjuntivo apdiam as projecdes epiteliais papilares dando-lhes
uma aparéncia de criptas cheias de ceratina entre proeminéncias.

O epitélio de revestimento é maduro e diferenciado, mas as células
espinhosas, as vezes mostram nucleos picnéticos cercados por zonas claras
(coildcitos), um aspecto microscopico da infecgao por HPV. O exame ultra-estrutural
revela virions dentro do citoplasma ou nucleos de coilécitos, e o virus também pode
ser mostrado por analise imunoistoquimica, hibridizacao “in situ” e técnicas de
reacdo em cadeia da polimerase.

Tratamento e Progndstico

Sao normalmente tratados por excisdo cirlrgica conservadora. Pode ser

tentada a aplicagéo topica de Podofilina. A ablacdo a laser tem sido usada, mas
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este tratamento tem levantado questdes como o transporte pelo ar de HPV pelas
microgotas aerossolizadas, criadas pela vaporizacdo do tecido lesional.
Independente do método utilizado, os condilomas devem ser removidos, porque sao
contagiosos e podem-se espalhar para outras superficies orais e para outras
pessoas, através do contato sexual, normalmente direto. Na area anogenital, esta
lesdo pode demonstrar um carater pré-maligno , especialmente quando infectada
com o HPV-16 ou HPV-18, que no entanto, ndo tém sido demonstrados em lesdes

orais.

2.Verruga Vulgar

Também chamada Verruga Comum, é uma hiperplasia do epitélio escamoso
estratificado benigna, induzida por virus e focal. Os virus associadas sao HPV-2,
HPV-4 e HPV-40. Outros trabalhos mostraram a presenca de HPV 6, 11 e 57. A
verruga vulgar € contagiosa e pode se espalhar para outras partes da pele ou das
membranas mucosas de uma pessoa, por auto-inoculagdo. Nao é comum na
mucosa oral, mas extremamente comum na pele.

Caracteristicas Clinicas

E freqiientemente descoberta em criancas, mas lesbes ocasionais podem
surgir até mesmo em pessoas de meia-idade. A pele das maos é o local de
infeccdo. Quando a mucosa oral estad envolvida, as lesbes sdao normalmente
encontradas na zona do vermelhdo do labio, mucosa labial ou parte anterior da
lingua. Possui aspectos clinicos semelhantes ao papiloma (lesdo exofitica,
digitiforme, circunscrita, séssil, esbranquicada e firme). Pode ser pedunculada e, as
lesdes cutdneas de coloracao rosa, amarela ou branca. A verruga vulgar cresce

rapidamente para o seu tamanho maximo, normalmente menos que 5 mm, e o
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tamanho permanece constante por meses ou anos, a menos que a lesdo esteja

irritada. As lesbes multiplas ou aglomeradas sdo comuns.

Fig. 4 — Verruga Vulgar(zAtIas Colorido de Doengas da Boca — Diagnostico

e Tratamento) 10

Caracteristicas Histopatoldgicas

E caracterizada por uma proliferacdo de epitélio escamoso estratificado
hiperceratotico, arrumado em proje¢cdes pontudas ou em forma de dedo, com
nucleos de tecido conjuntivo. O tecido conjuntivo de apoio é freqlentemente
infiltrado por células inflamatérias crénicas. As cristas interpapilares alongadas
tendem a convergir para o centro da leséo, produzindo um efeito de “evacuacéao”.
Uma camada de células granulares proeminentes (hipergranulose) exibe granulos
cerato-hialinos asperos e agregados. Uma abundancia de coilécitos ¢é
freqlientemente vista na camada espinhosa superficial. Coilocitos sdo células

epiteliais de HPV alterado, com espacgos perinucleares claros e picnose. Inclusdes
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virais intranucleares eosinofilicas sao, algumas vezes, percebidas dentro das
células da camada granular.

Tratamento e Prognéstico

As verrugas da pele sdo eficientemente tratadas por excisdo cirurgica
conservadora ou curetagem, crioterapia com nitrogénio liquido, ou aplicagao tdpica
de agentes ceratinoliticos (normalmente contendo acido salicilico ou acido lactico).
As lesbes orais sao normalmente ressecadas cirurgicamente, ou podem ser
destruidas por crioterapia ou eletrocirurgia. A recorréncia € verificada em
propor¢cdes pequenas, nos casos tratados. As verrugas ndo se transformam em
lesbes malignas, e dois tergos desaparecem espontaneamente dentro de dois anos,

especialmente em criangas.

3.Papiloma de Células Escamosas

E uma proliferagdo benigna do epitélio escamoso estratificado,
presumivelmente induzida pelo papilomavirus humano(HPV). Os tipos virais HPV-6
e HPV-11 tém sido identificados em até 50% dos papilomas orais. O modo exato de
transmissao é desconhecido. Contrariamente a outras lesdes induzidas por HPV, os
virus, nesta lesdo, parecem ter uma viruléncia e uma taxa de infectuosidade
extremamente baixas. Tem sido sugerido um periodo de laténcia ou incubagao de 3
a 12 meses. Os papilomas contribuem com aproximadamente 3% das lesdes
submetidas a bidépsia e sdo encontrados em quatro para cada 1.000 adultos.
Embora alguns autores tenham especulado que os papilomas se desenvolvem
predominantemente em criangas, os estudos epidemiolégicos parecem confirmar o

seu aparecimento em qualquer idade.
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Caracteristicas Clinicas

E a lesdo mais comum das massas de tecido mole e considerada um tumor
benigno. Ocorre em qualquer idade principalmente da 3% a 5% década, com a mesma
freqiiéncia em homens e mulheres, e em qualquer sitio da cavidade oral. E mais
freqliente no palato mole, dorso e bordos da lingua e labio inferior. E uma lesdo
mole, indolor, pequena, normalmente exofitica, pedunculada, com numerosas
projecdes semelhantes a dedos na superficie, que Ihe ddo uma aparéncia de couve-
flor ou verruga. As lesbes podem ser brancas, vermelho-claras, ou de cor normal,
dependendo da quantidade de ceratinizacdo da superficie. Os papilomas séao
normalmente solitarios e caracteristicamente aumentam de modo rapido para o
tamanho maximo de 0,5 cm, com pequena ou nenhuma mudanga apos isso.
Entretanto, tém sido relatadas lesdes que chegam a 3 cm de didmetro. A
similaridade entre condiloma acuminado ou verruga vulgar e papiloma pode ser

responsavel por erros na freqiiéncia ou prevaléncia destas lesées.

Fig. 5 — Papiloma Oral (acervo proprio)
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Caracteristicas Histopatoldgicas

E caracterizado por uma proliferacdo do epitélio estratificado escamoso
ceratinizado, ordenado em projecdes semelhantes a dedos, com nucleos de tecido
conjuntivo fibrovascular, Os nucleos de tecido conjuntivo podem apresentar
mudancas inflamatoérias crénicas, dependendo da quantidade de trauma sustentado
pela lesdo. A camada de ceratina pode ser espessa em lesbes com uma aparéncia
clinica mais branca, e o epitélio tipicamente mostra um padrdo de maturacao
normal. Papilomas ocasionais mostram hiperplasia basilar e atividade mitotica, que
podem ser confundidas com displasia epitelial branda.

Tratamento e Prognéstico

A excisdo cirurgica conservadora, incluindo a base da lesdo, € um
tratamento adequado para um paciente com papiloma escamoso, sendo a
recorréncia improvavel. Frequentemente, lesées tém sido deixadas sem tratamento
por anos, sem que ocorra transformag¢do maligna, aumento de tamanho continuo ou
disseminacao para outras partes da cavidade oral. Os papilomas escamosos da
laringe possuem um comportamento diferente dos orais. As lesbes laringeas
tendem a recorrer com mais freqléncia, apdés a terapia, e possuem maior

possibilidade de ser proliferantes multipla e continuamente.

4 Hiperplasia Epitelial Focal — Doenga de Heck

E uma proliferacéo localizada e induzida por virus do epitélio escamoso oral,
primeiramente descrita em americanos nativos(norte e sul-americanos) e esquimos.
Hoje, sabe-se que existe em muitas populagdes e grupos étnicos, sendo produzida
por um dos tipos de HPV, o HPV-13 e o HPV-32. Em populagdes isoladas, até 39%

das criangas podem ser infectadas. Descrita em 1965 por Archard, Heck e Stanley.
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Caracteristicas Clinicas

Normalmente uma condi¢ao infantil, ocasionalmente afetando adultos jovens
e de meia-idade. Nao ha tendéncia de género. Os locais de maior envolvimento
incluem as mucosas labial, jugal e lingual, mas lesdes gengivais e tonsilares tém
sido relatadas.

Apresenta papulas e placas moles e chatas, normalmente da cor da mucosa
normal, mas também podem ser palidas ou, raramente, brancas. Ocasionalmente
mostram uma leve mudanca na superficie papilar. As lesdes individuais sao
pequenas (0,3 a 1 cm), discretas e bem demarcadas, mas freqientemente se
encontram tao aglutinadas que toda a area fica com uma aparéncia pavimentada ou

fissurada.

Fig. 6 — Hiperplasia Epitelial Focal(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagndstico
e Tratamento) 2
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Caracteristicas Histopatoldgicas

E uma acantose abrupta e, muitas vezes, consideravel do epitélio oral. Como
a mucosa espessa cresce para cima, e ndo para dentro dos tecidos conjuntivos
subjacentes, as cristas interpapilares lesionais atingem a mesma profundidade que
as cristas interpapilares normais adjacentes. As proprias cristas s&do mais largas,
freqientemente confluentes e, algumas vezes, claviformes. Alguns ceratindcitos
superficiais mostram uma mudanga coilocitica semelhante a vista em outras
infec¢cdes HPV. Outros ocasionalmente demonstram um nucleo alterado, que lembra
uma figura mitética. Isto presumivelmente resulta de alteracdo viral das células.
Particulas semelhantes a virus tém sido notadas ultra-estruturalmente dentro do
citoplasma e dos nucleos das células da camada espinhosa, e a presenga de HPV
tém sido demonstrada por hibridizagdo de DNA “in situ” e analise imuno-
histoquimica.

Tratamento e Progndstico

A regressao espontanea tem sido verificada apdés meses ou anos, sendo
confirmada pela raridade da doenga em adultos. A exciséo cirurgica conservadora
pode ser feita para diagnéstico ou por razbes estéticas. O risco de recorréncia apos

essa terapia € minimo, e ndo ha potencial de transformagédo maligna.

5.Liquen Plano

E uma doenca dermatoldgica cronica relativamente comum, que
freqlentemente afeta a mucosa oral. Apesar do termo sugerir uma condicao chata e
fungica, evidéncia recente indica que se trata de um disturbio mucocuténeo
imunologicamente mediado. Uma variedade de medicamentos pode induzir a lesGes
que se parecem clinicamente com a forma idiopatica da condi¢gdo. A relagdo de
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tensdo ou ansiedade com o desenvolvimento do liquen plano €& controversa,
entretanto, uma explicacdo alternativa pode ser a de que pacientes com liquen
plano simplesmente respondem dessa forma em niveis de tensdo que nao induzem
a lesbes em outras pessoas.

Caracteristicas Clinicas

A maioria dos pacientes é constituida de adultos de meia-idade. E raro
criancas serem afetadas. Predomina em mulheres, geralmente em uma razao de
3:2 em relagdo aos homens. Aproximadamente 1% da populagdo pode ter liquen
plano cutaneo. A prevaléncia do liquen plano oral é entre 0,1 e 2,2%.

Ha essencialmente duas formas de liquen plano: reticular e erosiva.

Liquen Plano Reticular

E mais comum que a forma erosiva e, normalmente ndo causa sintomas e
envolve a mucosa bucal posterior bilateralmente. Outras superficies da mucosa oral
podem estar envolvidas ao mesmo tempo, como o dorso e a parte lateral da lingua,
as gengivas e o palato.

E assim chamado por causa de seu padrdo caracteristico de linhas brancas
entrelagadas (também denominadas estrias de Wickham); entretanto, as lesbes
brancas podem se apresentar como papulas em alguns casos. Estas lesdes sao
tipicamente ndo-estaticas, aumentando ou diminuindo por semanas ou meses. O
padrao reticular pode nao ser evidente em alguns locais, como o dorso da lingua,
onde as lesbes se apresentam mais como placas ceratéticas com a atrofia das

papilas. O diagndstico é feito freqientemente com base nas descobertas clinicas.
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Fig. 7 — Liquen Plano Reticular(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagnostico
e Tratamento) 102

Liquen Plano Erosivo

Ulceracgéo rara ocorrendo habitualmente na bochecha, preferentemente em
adulto. Mais significativo para o paciente porque as lesdes sdo sintomaticas.
Apresenta-se como uma ulceracdo superficial ao redor da qual se vé linhas
esbranqui¢adas do tipo usual de liquen plano. Nao pode ser removida por raspagem
simples. Clinicamente, existem areas atroficas e eritematosas, com ulceragao
central em varios graus. A periferia das regides atroficas é normalmente cercada por
finas estrias radiantes. Algumas vezes, a atrofia e ulceragdo estdo confinadas a
mucosa  gengival, produzindo um padrédo de reagdo chamado Gengivite
Descamativa. Em tais casos, amostras de bidpsia devem ser obtidas para os

exames de imunofluorescéncia e microscopia 6tica do tecido perilesional, ja que o
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penfigdide cicatricial e o pénfigo vulgar podem se apresentar de uma forma
semelhante. O exame histopatolégico pode descartar outras doencgas
vesiculoerosivas como o lUpus eritematoso e, a estomatite ulcerativa crbnica. As
lesbes liquendides erosivas isoladas devem ser biopsiadas para descartar
mudangas pré-malignas ou malignidade. Estas lesdes podem ser confundidas com
reacdo liquendide a amalgama dentario que possui caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas semelhantes.

Se o componente erosivo for grave, podera ocorrer separagao epitelial que

resulta em uma apresentacgao relativamente rara do liquen plano bolhoso.

Fig. 8 — Liquen Plano Erosivo(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagndstico
e Tratamento) 10
Caracteristicas Histopatolégicas

Os aspectos histopatolégicos do liquen plano s&o caracteristicos, mas

podem nao ser especificos, porque outras condigdes, como as reagdes liquendides
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a drogas, também podem mostrar padroes semelhantes. Graus variaveis de
ortoceratose e paraceratose podem estar presentes na superficie do epitélio,
dependendo de a amostra de bidpsia ter sido retirada de uma les&o erosiva ou
reticular.

A espessura da camada espinhosa também pode variar. As cristas
interpapilares podem estar ausentes ou hiperplasicas, mas classicamente sao
pontudas ou em forma de “dente de serra”.

A destruicdo da camada de células basais do epitélio é evidente e vem
acompanhada por um infiltrado intenso e semelhante a uma faixa, principalmente de
linfécitos T, imediatamente subjacente ao epitélio. Ceratindcitos degenerados
podem ser vistos na area da interface epitélio-tecido conjuntivo, sendo chamados
corpos de Civatte, coldides, citdides ou hialinos. Quando de uma infeccao
sobreposta por candida, apos o tratamento, as lesdes devem ser reavaliadas

histopatologicamente.

Tratamento e Progndstico

O liquen plano reticular ndo produz sintomas e nenhum tratamento é
necessario. Ocasionalmente podera haver uma infeccdo sobreposta por candida
ocasionando uma sensacgao de queimacao da mucosa oral. Nestes casos, a terapia
antifungica é necessaria. Alguns investigadores recomendam reavaliagao anual das
lesdes reticulares do liquen plano oral.

O liquen plano erosivo produz ferimentos abertos na boca e, por ser uma
condicdo mediada imunologicamente, os corticosterdides sdo recomendados. As
lesdes respondem ao uso de corticosterdides sistémicos, mas esta terapia drastica
geralmente ndo é necessaria. Um corticosterodide topico, aplicado diversas vezes ao

dia nas areas mais sintomaticas, geralmente é suficiente para induzir a cura. O
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paciente deve ser avisado que a condicdo, sem duvida, ira voltar, devendo os
corticosterdides ser reaplicados. Alguns investigadores sugerem que os pacientes
devam ser avaliados a cada 3 meses, particularmente se as lesées ndo forem
tipicas.

A questao do potencial de malignidade do liquen plano, particularmente da
forma erosiva, ainda esta em discussdo. A maioria dos casos relatados possui
documentacao escassa. Alguns destes casos podem nao ter sido liquens planos
verdadeiros mas, na verdade, leucoplasias displasicas com um infiltrado inflamatério
liguendide secundario que imitava o liquen plano. Além disso, pode haver o
argumento de que o liquen plano e o carcinoma de células escamosas ndo séo
raros, algumas pessoas podem ter os dois problemas simultaneamente, e os dois
processos podem nao estar relacionados um com o outro. Por outro lado, alguns
investigadores dizem que o epitélio atréfico do liquen plano pode ser mais suscetivel
a agao de carcindégenos, resultando em um risco maior de transformag¢ao maligna.
Se o potencial maligno existe, parece ser pequeno e limitado a pacientes com a

forma erosiva do liquen plano

6.Leucoplasia

A leucoplasia oral é definida pela Organizagao Mundial de Saude como “uma
placa ou mancha branca que ndo pode ser caracterizada clinicamente ou
patologicamente como qualquer outra doenca”. O termo é estritamente clinico e nao
implica uma alteragdo histopatolégica especifica do tecido. O diagndstico nao
depende da aparéncia da lesdao, mas sim da exclusdo de outras lesdes. O liquen
plano, o morsicatio (mordida de bochecha crénica), a ceratose friccional, a ceratose

da bolsa de tabaco, a estomatite da nicotina, o leucoedema e 0 nevo esponjoso
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branco devem ser descartados antes que um diagndstico clinico de leucoplasia seja
feito.

Afeta qualquer area da mucosa bucal, adulta, a partir da 42 década de vida,
principalmente no sexo masculino, exceto em populagcbes regionais em que as
mulheres consomem mais produtos de tabaco que os homens. A idade média dos
individuos afetados — 60 anos — é semelhante a idade média dos pacientes com
cancer oral. A causa da leucoplasia permanece desconhecida. O habito de fumar
parece ser o mais provavel fator para o desenvolvimento da lesdo (mais de 80% dos
pacientes sao fumantes). O alcool, apesar do efeito sinérgico com o tabaco em
relacdo a producdo do cancer oral, ndo tem sido associado a leucoplasia. A
radiacdo ultravioleta é aceita como um fator etioldgico para a leucoplasia do
vermelhdo do labio inferior. E, varios microorganismos tém sido implicados na
etiologia da leucoplasia como o Treponema pallidum, que na fase terciaria da sifilis,
mostra uma lingua rigida com leucoplasia dorsal extensa; a Candida albicans, que
coloniza as células superficiais paraceratinizadas produzindo uma placa granular e
espessa, cuja coloragdo € uma mistura de branco e vermelho. O HPV, nos subtipos
HPV 16 e HPV 18, tem sido identificado em algumas leucoplasias orais, porém
também em células epiteliais normais. E, a irritacdo mecanica crénica pode produzir
uma lesdo semelhante a leucoplasia porém, prontamente reversivel apds a
eliminacdo do trauma.

Caracteristicas Clinicas

Apresenta-se como lesdo branca, plana ou elevada, podendo ser fissurada,
aspera ou lisa, de qualquer tamanho. Pode estar ulcerada, com duragao variavel.
Ndo pode ser removida por raspagem simples. E considerada uma leséo pré-
cancerigena ou pré-maligna. E a lesdo crénica da mucosa oral mais comum,
afetando 3% dos adultos brancos. Aproximadamente 70% das leucoplasias orais
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sao encontradas no vermelhdo dos labios, mucosa jugal e gengiva. Entretanto, as
lesbes na lingua, vermelhdo dos labios e assoalho oral somam mais de 90%
daquelas que indicam displasia ou carcinoma.

Leucoplasia Delgada — ndo mostra evidéncia de displasia e pode desaparecer ou
permanecer imutavel.

Leucoplasia Espessa ou Homogénea — a maioria permanece indefinidamente neste
estagio. Algumas regridem ou desaparecem, e poucas tornam-se mais graves.
Leucoplasia Nodular ou Granular — quando desenvolvem irregularidades
superficiais. Algumas tornam-se exofiticas e apresentam proje¢cées agudas sendo
chamadas de Leucoplasia Verruciforme ou Verrucosa.

Uma forma especial descrita recentemente, a Leucoplasia Verrucosa
Proliferativa, com projegbes superficiais asperas difere das demais lesdes
leucoplasicas por apresentar crescimento persistente, eventualmente tornando-se
de natureza exofitica e verrucosa. Diante de uma progressdo, podem n&o ser
distinguidas do carcinoma verrucoso e, posteriormente desenvolvem mudangas e se
transformam em carcinoma de células escamosas. Mesmo com terapia, raramente
regridem. E rara entre as variacdes de leucoplasia ao ter uma forte predilecdo pelo

sexo feminino (razdo homem-mulher de 1:4).

A leucoplasia pode tornar-se displasica, mesmo invasiva, sem nenhuma
modificagdo em sua aparéncia clinica, mas algumas lesdes apresentam placas
avermelhadas espalhadas, chamadas eritroplasia. Tais areas normalmente
apresentam células tao imaturas que ndo podem produzir ceratina. Estas lesdes
com mistura de branco e vermelho, chamada eritroleucoplasia ou leucoplasia
salpicada, representam um padrdo de leucoplasia particularmente suscetivel a

transformacgao maligna.
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Fig. 9 — Leucoplasia em ventre lingual(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagndstico
e Tratamento) 102

Fig. 10 — Leucoplasia em rebordo alveolar(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagndstico
e Tratamento) 102

Caracteristicas Histopatoldgicas
E caracterizada por uma camada de ceratose mais espessa no epitélio

superficial (hiperceratose) e/ou uma camada espinhosa mais espessa (acantose).
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Algumas lesbes apresentam hiperceratose superficial, mas mostram a atrofia ou
adelgacamento do epitélio subjacente. Freqlentemente, células inflamatérias
crbénicas sao percebidas dentro do tecido conjuntivo subjacente.

Tratamento e Progndstico

Leucoplasia € um termo clinico e, portanto, hd a necessidade de um
diagnéstico histopatoldgico definitivo. Por isso, uma bidpsia é realizada e o tecido
deve ser retirado das areas mais comprometidas clinicamente. Multiplas bidpsias de
lesbes grandes podem ser necessarias.

A leucoplasia exibindo displasia moderada ou marcante exige uma completa
destruicdo ou remocgdo, se possivel. Com relagcdo a lesdes menos graves, 0
tamanho da lesdo e a resposta a medidas mais conservadoras, como parar de
fumar, é que definira a conduta.

A recorréncia e novas lesbes sdo freqlentes sendo necessario um
acompanhamento prolongado.

A leucoplasia sem displasia ndo necessita remogdo porém, deve ser
avaliada clinicamente a cada 6 meses. Novas biopsias sdo recomendadas caso
persista o fumo ou haja mudancas clinicas. Estas lesdes, com até displasia minima,

podem desaparecer em 3 meses caso cesse o0 habito de fumar.

7.Eritroplasia
Também definida como uma placa vermelha que nao pode ser diagnosticada

clinica ou patologicamente como qualquer outra condigao.

Quase todas as eritroplasias mostram displasia significativa, carcinoma in
situ ou carcinoma de células escamosas invasivo. A causa é desconhecida, mas se

presume que seja a mesma do carcinoma de células escamosas oral.
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E menos freqiiente que a leucoplasia, porém ha um potencial maior de
descoberta, na bidpsia, de displasia significativa ou de malignidade invasiva.

Caracteristicas Clinicas

E uma doenca de homens mais velhos (pico de prevaléncia entre 65 — 74
anos). O assoalho de boca, a lingua e o palato mole sdo os locais mais comuns de
envolvimento, e lesbes multiplas podem estar presentes.

A mucosa alterada apresenta-se como uma macula ou placa eritematosa
bem demarcada, com uma textura macia e aveludada. E normalmente
assintomatica e pode estar associada a uma leucoplasia adjacente. A mucosite,

candidiase ou lesdes vasculares podem imitar clinicamente a eritroplasia, sendo

necessario a bidpsia para distingui-las.

Fig. 11 - Eritroplasia(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagnostico
e Tratamento) 102
Caracteristicas Histopatolégicas

A maioria das eritroplasias (90%) representam histopatologicamente a

displasia epitelial grave, carcinoma in situ ou carcinoma de células escamosas
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superficialmente invasivo. O epitélio mostra auséncia de producao de ceratina e, é
freqlientemente atréfico, mas pode ser hiperplasico. Esta falta de ceratinizacao faz
com que a microvasculatura se mostre dando assim a coloragdo avermelhada.

Tratamento e Progndstico

Biopsia deve ser realizada, principalmente se a lesao localiza-se no assoalho
da boca, no ventre ou bordo lateral da lingua. Se houver alguma fonte de irritagao, a
mesma deve ser removida e a biopsia pode ser retardada por 2 semanas para que

haja tempo para a regressao da lesio inflamatéria.

A recorréncia da lesdo eritoplasica e o envolvimento multifocal da mucosa

oral sdo comuns, necessitando acompanhamento a longo prazo.

8.Carcinoma Verrucoso

E uma variacdo de baixo grau do carcinoma de células escamosas oral. Foi
primeiramente associado ao cuspo de tabaco. Atualmente tem sido diagnosticado
em varios locais extra-orais, incluindo a mucosa da laringe, vagina e reto, bem como
a pele dos seios, axilas, canal do ouvido e sola dos pés. O tumores em outros locais
anatébmicos, além da boca, aparentemente sio relacionados ao uso de tabaco.
Varios investigadores identificaram os subtipos de HPV 16 e 18 no carcinoma
verrucoso oral, mas a importancia disso nao é clara.

O carcinoma verrucoso representa de 1 a 10% dos carcinomas de células
escamosas orais, dependendo da popularidade local do uso do cuspo de tabaco.

A maioria dos carcinomas verrucosos surge na mucosa oral de pessoas que
mascam ou inalam tabaco de forma crénica, tipicamente em areas onde o tabaco

costuma ser colocado. Vinte por cento das lesdes orais sdo diagnosticadas em nao-
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usuarios, mas a pratica comum dos pacientes de negar o habito do uso de tabaco
dificulta um relatério de situagao exata.

Caracteristicas Clinicas

Frequente em idade avangada (média entre 65 a 70 anos). Mais comum no
sexo masculino e caracteriza-se por crescimento exofitico (projecdes superficiais
papilares ou verruciformes confundidas no passado com papilomatose oral florida),
branco mas também podendo parecer eritematosas ou rosa dependendo da
quantidade de ceratina produzida e do grau de resposta inflamatéria do hospedeiro
ao tumor, em couve-flor. Os pacientes usualmente sdo mascadores de tabaco. Os
locais mais comuns de envolvimento da mucosa oral incluem o vestibulo
mandibular, a mucosa jugal e o palato duro. O local de ocorréncia freqlientemente

corresponde ao local de colocagao crénica de tabaco.

Fig. 12 — Carcinoma Verrucoso(Patologia Oral & Maxilofacial)'®

Caracteristicas Histopatoldgicas

Tem uma aparéncia microscépica enganosamente benigna. E caracterizado
por cristas interpapilares largas e alongadas, que parecem “empurrar’ para dentro

do tecido conjuntivo adjacente. As lesbes geralmente apresentam produgao
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abundante de ceratina e uma superficie papilar ou verruciforme. As células epiteliais
lesionais geralmente mostram um padrdo de maturagdo normal com nenhum grau
significativo de atipia celular. Freqientemente ha um intenso infiltrado de células
inflamatérias cronicas no tecido conjuntivo adjacente.

O diagnéstico histopatoldogico requer uma bidpsia incisional adequada.
Como as células individuais ndo sao muito displasicas, a configuracao
histopatoldgica geral deve ser avaliada para um diagndstico apropriado. Uma
retirada de amostra adequada também é importante, pois 20% destas lesdes podem
ter um carcinoma de células escamosas concomitantemente dentro do carcinoma
Verrucoso.

Tratamento e Progndstico

A metastase é extremamente rara no carcinoma verrucoso possibilitando
uma excisao cirurgica sem dissecgao radical do pescogo. A cirurgia geralmente néo
precisa ser tdo extensiva quanto para um carcinoma de células escamosas. Com
este tratamento, 90% dos pacientes estao livres da doenga apds 5 anos, embora
8% precisem de pelo menos um procedimento cirdrgico adicional durante tal
periodo. O fracasso ocorre em pacientes com um envolvimento mais amplo ou
naqueles incapazes de tolerar uma cirurgia extensiva devido a doencas sistémicas
nao-relacionadas. Outra causa de fracasso é a inabilidade inicial de identificar um
carcinoma de células escamosas surgindo dentro da lesdo menos agressiva. A
radioterapia é efetiva mas tem diminuido de popularidade devido aos relatérios
publicados informando o desenvolvimento de carcinomas pobremente diferenciados
ou anaplasicos dentro da lesdo apds radioterapia. A quimioterapia reduz

temporariamente o tamanho da lesdao mas n&o é um tratamento definitivo.
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9.Carcinoma de Células Escamosas

Localiza-se em qualquer parte da boca, usualmente no labio inferior, lingua,
assoalho de boca e bochecha. Mais freqliente da 42 década de vida em diante.
Predomina no sexo masculino. Cerca de 60% se apresenta como uma Ulcera
solitaria, endurecida, de longa duragéo, e, 4% a 6%, como mancha branca, podendo
ser plana, elevada ou fissurada. Fatores extrinsecos e intrinsecos atuam
promovendo o desenvolvimento do carcinoma. E provavel que mais de um fator seja
necessario para produzir a malignidade. Virus oncogénicos, e atualmente o HPV é o
Unico que ainda parece estar implicado nao somente nas lesdes orais mas também
nos carcinomas de tonsilas faringeas, laringe, eséfago, colo uterino, vulva e pénis.
Os subtipos HPV 16, 18, 31 e 33 sdo as cepas mais fortemente associadas a
displasia e ao carcinoma de células escamosas.

E freqliente a ajuda profissional ser procurada 4 a 8 meses apds o
aparecimento da lesdo ( 8 a 24 meses em grupos sécio-econdémicos baixos). Na
fase inicial de crescimento a dor € minima.

Caracteristicas Clinicas

A apresentacgao clinica é variada:
exofitica (formadora de massa);
endofitica (com ulceragao);
leucoplasica (placa branca);
eritroplasica (placa vermelha) ou eritroleucoplasia.

Os exemplos leucoplasicos e eritroleucoplasicos sdo provavelmente casos
em estagio inicial que ainda ndo produziram massa ou ulceragao, e 0os aspectos
clinicos sao idénticos aqueles descritos para as lesdes pré-malignas leucoplasicas e
eritroplasicas. As mudancas de superficie sdo devidas a destruicdo da mucosa pelo
desenvolvimento do carcinoma.
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Uma lesao exofitica tipicamente tem uma superficie irregular ou papilar, e
uma cor que pode ser normal, vermelha ou branca, dependendo da quantidade de
ceratina produzida. A superficie é freqlientemente ulcerada, e o tumor é duro ao
toque.

Os carcinomas endofiticos tipicamente tém uma area central ulcerada, de
forma irregular e deprimida, com uma borda circundante “enrolada” de mucosa
normal, vermelha ou branca. A borda enrolada resulta da invasdo para baixo e
lateralmente do tumor no epitélio adjacente. Esta aparéncia ndo é unica para o
carcinoma oral. Lesbes granulomatosas como as infec¢des fungicas profundas,
tuberculose, sifilis terciaria, lesdes orais da doenga de Crohn e Ulceras traumaticas
crbnicas podem ser semelhantes. Havendo destruicido do osso subjacente, a
imagem radiografica € de radiotransparéncia “roida por tragas”, com margens rotas
e mal definidas, semelhante a osteomielite.

O carcinoma do vermelhdo dos labios ocorre mais freqlientemente em
pessoas que trabalham ao ar livre, Raramente é visto em pessoas com pigmentagao
escura da pele. Ocorrem mais no labio inferior. Mostra-se como uma ulceragao
endurecida, rigida, exsudativa e com crosta. Taxa de crescimento tumoral é lenta o
que faz com que os pacientes levem de 12 a 16 meses a tomarem conhecimento da
leséo e terem um diagnoéstico formal. As metastases s&o tardias e menos de 2% dos

individuos tém envolvimento ganglionar presente no diagndstico.
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Fig. 13 — Carcinoma Labial(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagnostico
e Tratamento) 102

No carcinoma intra-oral, o envolvimento da lingua é de mais de 50%,
afetando normalmente a superficie posterior lateral e ventral. Outros locais de
envolvimento em ordem decrescente de frequiéncia sdo assoalho de boca, palato

mole, gengiva, mucosa jugal, mucosa labial e palato duro.

Fig. 14 — Carcinoma Gengival(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagnostico
e Tratamento) 102
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Fig. 15 — Carcinoma em rebordo alveolar(Patologia Oral & Maxilofacial)'

Fig. 16 — Carcinoma em lingua(Atlas Colorido de Doengas da Boca — Diagndstico

e Tratamento) 102
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Caracteristicas Histopatoldgicas

E caracterizado por ilhas e corddes invasivos de células epiteliais malignas
que mostram diferenciacdo em diregcdo a uma morfologia escamosa.

Tanto nos tumores superficiais quanto nos profundamente invasivos, as
células lesionais geralmente apresentam abundancia de citoplasma com nucleos
grandes e um aumento da razao nucleo-citoplasma. O produto normal do epitélio
escamoso € a ceratina, e “pérolas de ceratina” sdo produzidas por ilhas do epitélio
escamoso, que amadurecem para formar um foco redondo e localizado de ceratina.

O diagnéstico é quase sempre feito com o microscépio. Exames especiais
que utilizam anticorpos monoclonais podem ajudar a distinguir os carcinomas de

células escamosas alto grau ou pobremente diferenciados de outras malignidades.

Tratamento e Progndstico
O tratamento é guiado pelo estagio clinico da doenga e consiste de ampla

excisdo cirurgica, radioterapia, ou uma combinagdo de ambos. As lesbes
orofaringeas normalmente recebem radioterapia. Agentes quimioterapicos sao
utilizados como terapia complementar; alguns reduzem o tamanho da massa
tumoral, mas nenhum aumentou a taxa de sobrevivéncia significativamente.

Os carcinomas do vermelhdo do labio sdo tratados cirurgicamente e os
resultados séo excelentes. Os carcinomas que atingem o labio superior parecem ter
um comportamento biolégico diferente daquele do labio inferior. A taxa de
sobrevivéncia de cinco anos é menor e ha uma recorréncia maior das lesoes.
Felizmente, sdo menos comuns que os carcinomas de labio inferior.

O progndstico de sobrevivéncia depende do estagio do tumor e diminui

conforme aumenta o comprometimento ganglionar.
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OBJETIVO GERAL

¢ Identificar a freqiéncia de HPV em lesdes da cavidade bucal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Descrever a freqiéncia de HPV em individuos com lesbes epiteliais
da cavidade bucal que buscam atendimento no ambulatério de
Estomatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre;
o Identificar o gendtipo nas lesdes onde o HPV esteja presente;
e Relacionar os achados relativos ao HPV — DNA com variaveis
demograficas, soécio-econdmicas, praticas sexuais, tabagismo,

consumo de alcool.
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PAPILLOMAVIRUS HUMAN FREQUENCY IN ORAL LESIONS

Abstract

The polymerase chain reaction (PCR) was used to detect the human
papillomavirus (HPV) in smears of oral epithelial lesions of 112 patients, and of
these, 88 samples were shown to be adequate to perform the PCR for B-globin. For
the amplification of HPV-DNA primers consensus MY09/MY11 were used and later,
the specific types were identified for analysis of polymorphisms for enzimatic
restriction. The HPV genome was present in 11.3% of the samples. The types 6b,

MM4 (W13B) and MM9 (PAP238A) were identified.

Key words — human papillomavirus; HPV; oral lesion; polymerase chain reaction;
PCR; epidemiology.
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Introduction

The Human Papillomaviruses (HPV) are a group of DNA oncogenic viruses
that have been associated in the genesis of various human tumors, particularly
squamous tumors of the cervix, the anogenital region, the skin and the upper

digestive and respiratory tracts!". These viruses are epitheliotropic and there are
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more then 120 types, and just over 80 of them clearly identified®*). These viruses
are associated with papillomatous, hyperplastic and verrucous lesions in the skin
and mucous of various sites®. In the oral cavity, the most common lesions are the
squamous cell papilloma, the focal epithelial hyperplasia, the condyloma
acuminatum, the verruca vulgaris, the lichen planus, the leukoplakias and the oral
squamous cell carcinoma®®®.

The oral cavity is covered by an epithelio that has similar characteristics to
the genital region and both are exposed to various estraneous bodies and
microorganisms, some of wich may be carcinogenic!”. Considering that in the genital
region this virus is related to the development of cancer in the uterine cervix, it is
possible that this link would also be present in relation to oral epithelial cancer.
Therefore, it has become important to know the frequency of this virus in the oral
cavity and also its possible relation to the presence of the malignant neoplasm in the
region.

The frequency of HPV in oral lesions is extremaly varied and this variation is
related to the geographic area, the types of lesion and the method of diagnostic.
Today, the PCR appears to be the most sensitive, rapid and less expensive method
that can be easily applied to epidemiological studies”. The aim of this study is to
identify the frequency of HPV in oral lesions in individuals that seek treatment in a

referal service of a university hospital.

Material and Methods

A cross-sectional study was carried out in patients that were being attended
in the Stomatology Unit of the Hospital de Clinicas of Porto Alegre, Federal
University of Rio Grande do Sul, between March 2000 and May 2001. All the
patients with clinical diagnostic for oral epithelial lesion and who had agreed to
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participate in the study were investigated. A total of 112 patients fulfilled the criteria
and were allocated in the study. Lesions of the epithelial type that showed clinically
as exophitic and/or ulcered and/or hyperplastic for trauma of prothesys or not, or
type lichen planus or leukoplakias were considered. Biopsies were taken from the
lesions with indication of total extraction or that needed a diagostic definition.

Sample preparation and DNA extraction: oral specimens were collected through
lesion smears with the aid of a cytobrush and immersed in phosfated saline solution
(PBS). This material was frozen at —80° C for further DNA extraction. For this
extraction the QlAamp DNA kit (QIAGEN- USA) was used, following the protocol
indicated for body fluid. To verify the integrity of DNA extraction, all samples were
submitted to the PCR technique for amplification B-globin (286 bp) through the
primers PCO4 and GH20 and the samples B-globin positives were later processed
with the objective of identifying HPV-DNA.

PCR and HPV typing: PCR was the method used for amplification and HPV-DNA
detection using primers consensus L1 region (MY09 and MY11) that amplify a
fragment of 450 bp, as described by Manos et al. ®. The samples were processed in
duplicate and, in each reaction, positive controls for HPV and, negative controls (no
DNA) were utilized, avoiding the production of false-positive by contamination.

The genotyping was performed through the polymorphic analysis method for
enzymatic restriction of amplified product for PCR (RFLP — Restriction Fragment
Length Polymorphisms) according to description by Bernard et al. ), that included
the identification of 41 mucosal HPV types. The enzimes used in this study for

identifying genotypes were BamH|I, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl and Rsal.
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Statistical Analysis

The frequency of HPV-DNA in oral lesions is described. The characteristics of
the sample are compared among patients with positive and negative HPV lesions
using the Mann-Whitney, Chi-squared (or Fisher’'s Exact when indicated) tests. The

findings with p < 0.05 were considered statistically significant.

Results

The material was collected from 112 individuals. Of these, 32 (28.6%) were
excluded (8 for non histological confirmation of epithelial lesion and, 24 were
negative for B-globin, or that is to say, without DNA or with inviable DNA for
amplification. Of the 80 individuals that remained in the study, 58.7% (47/80) had
biopsies made from their lesions. Among the biopsied lesions 2 carcinomatous, 4
squamous papilloma and 41 hyperplasic lesions with or without inflammatory
process associated were found. Among the biopsied lesions, 5 were HPV+. The
other lesions HPV+ were lichen planus, ulcered lesion, gengival hyperplasic and
leukoplakia.

The age range of the 80 selected patients was 11-86 years, 68.7% being
females and 31.3% males. Eighteen point seven percent of the patients were black
and no indigenous patients participated in the sample. The majority (70%) of the
patients studied had received up to 8 years of schooling. In terms of occupation,
70.5% (55/78) had no qualified activity, 55.8% (43/77) received a total monthly family
income of up to 3.99 minimum wages and 19.4% (15/77) received incomes in a
range of 10 or more minimum wages.

Of the sample studied, 11.3% (9/80) showed positive HPV. Among individual
positive HPV, the age range was between 24-68 years. The average age in this

group was higher than in the negative HPV group (table 1). There was a
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predominance of the female sex in both groups, being 66.7% among positive HPV
and 69% among the negatives. The HPV positive patients were all caucasian. This
predominance was not exclusive among HPV negative patients. In both groups, the
majority had received up to 8 years of education and had no qualified occupation.
The low family income also predominated in both groups, but the HPV positives
showed a larger frequency of families with an income of or the equivalent of 10
minimum wages or above. None of these findings were statisticaly significant (table
1).

In relation to smokers the percentage was slightly higher among positive HPV
patients. It is relevant to mention that HPV positive patients had smoked, on
average, for less time and smoked less cigarettes than HPV negative patients.
However, none of these differences were statisticaly significant. In relation to the
consumption of alcohol, despite the frequency of this consumption being larger
among HPV negatives, it was observed that in the HPV positive group the
consumption of alcohol had been occuring for longer and that the consumption of
distilled drinks was more frequent, but none of these findings showed statistical
significance (table 2).

Also, there were no significant differences observed in relation to the
comparison of the variables related to sexual behavior among positive and negative
HPV groups (table 3).

Among the samples of HPV positives the genotypes HPV 6b in 2 samples
and, HPV MM4 (W13B) and HPV MM9 (PAP238A) in another 2 samples were

identified (figure 1).
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Discussion

The aim of this study has been to investigate the presence of HPV-DNA in
oral epithelial lesions of patients that seek treatment in a referal service for
stomatology at a university hospital. The frequency of 11.3% of HPV positives
observed in this study is among the vast range described in current literature (5% to
80%)"*'?. One explanation for the wide variation of this frequency would be the
differences of sensitivity and specificity in the methods used for detection of HPV in
oral lesions"®'?. Even within this range it could be said that the frequency showed in
our study suggests a low prevalence of oral HPV infection in the population studied.
The clinical aspects observed in oral lesion many times did not allow for the clear
definition of the lesion type. Despite this, the biopsies occured only when there was
the necessity for total removal of the lesion or for diagnostic reasons. Kellokoski et
al. ™ mention a detection around 85% of DNA in biopsy samples by PCR. Our
sample consisted of scrapings of an oral lesion using cytobrush and then of PCR
and, our results, which indicate that 78.5% (88/112) of the samples were positive for
B-globin, are not in disagreement with the current literature.

Among the lesions that were part of our samples, we observed 5.0% (4/80)
squamous papilloma and 2.5% (2/80) of epidermoid carcinoma. The majority were
hyperplastic lesions (51.3%; 41/80). In accordance with current literature,
papillomatous lesions weren't common and in our results the rate is within the
expected results, that is 1% to 4.6%(13). According to Ward et al. ", although the
findings lead us to believe in a viral cause for the majority of squamous papillomas, it
is impossible to confirm an etiologic role for HPV. It is worth mentioning that of the 4
papilloma lesions observed in this study and, confirmed for histologic tests, only one

proved positive for HPV. The genotype of this lesion was HPV 6b®, and is in
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accordance with current literature that proves that the types 6, 11 and 16 occur more
frequently™® °),

The focal epithelial hyperplasia is significantly more frequent among
indigenous peoples and it is associeted with HPV types 13 and 32!"®. However,
despite the existance of indigenous communities in several regions of Brazil,
including the southern region where this study was carried out, no indigenous people
were observed in the study.

It is recognised that HPV plays a significant role in a series of lesions,
particularly several verrucas, that indicates its significance in the etiology of
premalignant lesions and malignant epithelial neoplasms, including whichever

involve the oral mucous''™ 7.

However, no verruca vulgaris or condyloma
acuminatum lesion was detected in the samples studied. The transmission of these
two lesions is associated with self-inoculation or the practice of oral sex. In this
sample, the report of the practice of oral sex was low, and that would explain the
absence of the lesions in our findings, although, in most cases, this report does not
reflect reality, according to Casnati et al.

The genotypes identified in samples positive HPV were 6b, MM4 and MM9.
The type HPV 6b has been described by many authors!'® '* 1819 and seems to be a
common type observed in oral lesions. On the other hand, the types MM4 and MM9,

considered high-risk types<20, 21)

, were rarely described as present in buccal cavity
lesions®®. In spite of it not being possible to identify all positive samples, we believe
that these findings are very important.

In this study the patient that showed the genotype MM9 (now denominated
HPV 73) ®® was a renal transplant patient, using immunosuppression and corticoid.
The HPV seems to be related to, in a certain way, with the immunosuppression state

of the host. There is an increase in the number of diagnostics of HPV in patients with
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acquired immune deficiency sindrome, renal transplants, pregnancy or even
diseases that require prolonged corticotherapy. It was observed that in these
patients the evolutionary behaviour is more aggressive®. Patients that receive
immunossupressor therapy after organ transplants have an increased risk of
developing malignant tumors. The incidence of neoplasia in these patients is 100
times greater than that in non transplant patients, controlled by age effect. The cause
for this increase in HPV incidence is still unclear, but perhaps it is due to a
combination of a decrease of the detection of carcinogenic cells by the immune
system, chronic antigenic stimulation for the transplanted organ, direct carcinogenic
effects of immunosuppressive drugs or proliferation of the oncogenic virus®*.

No specific or preferential association exists between HPV types and a
particular clinical oral lesion. Individuals that are immunocompromised develop
lesions with unusual clinical appearance and, these lesions include HPV types not
usualy seen in oral lesions. The fact that immunosuppression is a predisposing
factor for HPV-associated lesions suggests that immune regulation plays a role in

@) Another genotype uncommon in oral cavity was

the pathogenesis of these lesions
HPV MM4, also high-risk, found in lichen planus lesion. Recent evidence indicates
that lichen planus is a mucocutaneo disturbance immunologicaly mediated®®.

The other two genotypes identified were HPV 6b found in a patient carrying
sublingual squamous papilloma and, in another patient with leukoplakia in the
anterior region of the mandible, who reported that he had had a malignant tumor
removed from the mouth floor 10 years previously. In leukoplakias and mouth floor
lesions, Chang et al. ") reported that the genotype more frequent is HPV 16 but,
genotype HPV 6b, usually associated with benign lesions was found by their team in
squamous cells carcinoma. This last case leads us to think of viral latence and the
27)

possibility of there being a reservoir for this virus in the oral cavity'
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Our results increase the concept of infection for HPV types uncommon in
immunocompromised patients and the possibility of viral latence or, the oral cavity to
be a reservoir for this virus providing that it manifests itself before immunity

alteration.
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Table 1. Distribution of demografic characteristics according to oral HPV status

HPV HPV

VARIABLE POSITIVES NEGATIVES p-value *
Age (years)
mean + sd 53,1+ 15,2 47.8 + 16,3 0,27**
Skin color
White 100,0% 78,9% 0,19***
Non-white 0,0% 21,1%
Schooling (years)
<8 66,7% 70,4% 0,54***
>8 33,3% 29,6%
Occupation
Non-qualified 77,8% 69,6% 0,47
Qualified 22,2% 30,4%
Family income (U$)
Up to 217 55,6% 55,9%
218 — 650 11,1% 26,5% 0,41%***
> 650 33,3% 17,6%

* p-value < 0.05 was considered statistically significant;
** Mann-Whitney Test; *** Fisher’'s Exact Test; **** Chi-squared Test;
sd=standart deviation
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Table 2. Distribution of drinking and smoking habits according to oral HPV status

HPV HPV

VARIABLE POSITIVES NEGATIVES p-value *
Smoking
Never 44,4% 42,3% 0,59**
Ever 55,6% 57,7%
Lifetime smoking (years)
Mean + sd 17,7+ 17,4 26,7 +13,3 0,27***
Number of cigarettes/day
Mean + sd 17,4 +5,8 20,6 £ 19,2 0,74
Drinking
Never 55,6% 46,5% 0,72*
Ever 44,4% 53,5%
Drinking type
Never 55,6% 47,8%
Distilled drinks 33,3% 21,7% 0,44****
Other 11,1% 30,4%
Lifetime drinking (years)
Mean + sd 24,5+ 23,3 19,8 £ 15,3 0,63***

*p-value < 0.05 was considered statistically significant;
** Fisher’'s Exact Test ; *** Mann-Whitney Test ; **** Chi-squared Test
sd=standart deviation
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Table 3. Distribution of the sexual behavior variable according to HPV status

HPV HPV

VARIABLE POSITIVES NEGATIVES p-value*
Age of first sexual
intercourse
Mean + sd 17,7+1,8 18,8 +4,2 0,54**
Oral Sex
Ever 22,2% 25,0% 0,61***
Never 77,8% 75,0%
Lifetime sexual
partners
Mean + sd 4,4+6,1 43+10,5 0,68**

* p-value < 0.05 was considered statistically significant;
** Mann-Whitney Test *** Fisher's Exact Test; sd=standart deviation
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Figure 1 — Genotypes identified in the HPV-DNA + samples

Genotype |Samples | BamHI Ddel Haelll HinFI Pstl Rsal
6b 449 382 217 234 449 161
449 pb 2 67 124 215 149
108 72
67
MM4 455 288 455 241 455 383
(W113B) 1 167 214 72
455pb
MM9 458 243 458 458 432 201
(PAP238A) 1 215 26 161
458pb 96

Source — Bernard et al.!
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FREQUENCIA DE PAPILOMAVIRUS HUMANO EM LESOES DE BOCA

Resumo

A reacdo em cadeia da polimerase foi utilizada para detectar o papilomavirus
humano em raspado de lesdes epiteliais bucais de 112 pacientes, sendo que destes
88 amostras mostraram-se viaveis através de PCR para p-globina. Para
amplificacdo de HPV-DNA foram usados os “primers consensus” MY09/MY11 e
posteriormente, os tipos especificos foram identificados por analise de polimorfismo
por enzimas de restricdo. O HPV genoma viral estava presente em 9 (11,3%) das

amostras. Foram identificados os tipos 6b, MM4 (W13B) e MM9 (PAP238A).

Palavras-chave: papilomavirus humano, HPV, lesdo oral, reacédo em cadeia da

polimerase, PCR, epidemiologia.

Suporte Financeiro — Este trabalho contou com o apoio financeiro do FIPE — Fundo de
Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e FAPERGS —

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Introducéo

Os Papilomavirus Humano (HPV) sdo um grupo de virus DNA oncogénicos que tém
sido implicados na génese de varios tumores, particularmente tumores escamosos
de cérvice uterina, regido anogenital, pele, trato digestivo e respiratério superior!’.

Estes virus séo epiteliotropicos e ha mais de 120 tipos existentes, com pouco mais
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de 80 deles bem caracterizados® ). Estdo associados a lesdes papilomatosas,
hiperplasicas e verrucosas na pele e mucosas dos varios sitios onde séao
encontrados®. Na cavidade bucal, as lesdes mais comuns sdo o papiloma de
células escamosas, a hiperplasia epitelial focal, o condiloma acuminado, a verruga
vulgar, o liquen plano, as leucoplasias e o carcinoma de células escamosas®® ® .

A cavidade bucal é revestida por um epitélio que possui caracteristicas
similares ao da regido genital”, e ambos os sitios estdo expostos a
microorganismos e a produtos estranhos dos quais varios podem ser
carcinogénicos. Sabendo-se que na regidao genital este virus esta relacionado com o
desenvolvimento de cancer de colo uterino, € possivel que esta associagdo também
esteja presente em relacdo ao cancer epitelial bucal. Assim, torna-se importante
conhecer a frequéncia deste virus na cavidade bucal bem como sua possivel
relagdo com a presenca de neoplasia maligna neste local.

A frequéncia do HPV em lesbes bucais é bastante variada e esta variacédo
esta relacionada a area geografica de ocorréncia, ao tipo de lesdo e ao método
diagnostico utilizado. Atualmente, a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) parece ser mais sensivel, rapida e menos dispendiosa, promovendo a
amplificacdo de segmentos virais especificos e podendo facilmente ser aplicada a
estudos epidemioldgicos'”). Este estudo tem como objetivo identificar a freqiiéncia
de HPV em lesbes da cavidade bucal, em individuos que buscam atendimento em

um servigo de referéncia de um hospital universitario.

Material e Métodos

Um estudo transversal foi realizado em pacientes atendidos no Servico de
Estomatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) entre margo de 2000
e maio de 2001. Todos os pacientes com diagnéstico clinico de lesao epitelial de
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mucosa bucal, e que concordaram em participar do estudo, foram investigados. Um
total de 112 pacientes preencheram os critérios e entraram no estudo. Foram
consideradas lesdes do tipo epitelial as que se mostraram clinicamente como lesdes
exofiticas e/ou ulceradas e/ou hiperplasicas por trauma de prétese ou nao, ou do
tipo liquen plano ou leucoplasicas. Nas lesbes com indicagdo de remogao total ou
que necessitavam uma definicdo diagndstica foram realizadas bidpsias.

Preparo das Amostras e Extracdo do DNA: espécimes bucais foram coletados
através de raspado da lesdo com auxilio de escova citolégica e imersos em solugao
salina fosfatada (PBS). Este material foi congelado a —80° C para posterior extragao
de DNA. Para esta extracao utilizou-se o kit QlAamp DNA (QIAGEN-EUA) seguindo
o protocolo indicado para fluido corpéreo. Para verificar a integridade da extracdo de
DNA, todas as amostras foram submetidas ao método PCR para amplificagdo de
fragmento de B-globina (286 pares de base) através dos “primers” PCO4 e GH20 e
as amostras p-globina positivas foram posteriormente processadas com o objetivo
de identificar o DNA do HPV.

PCR e tipagem do HPV: PCR foi o método utilizado para a amplificacdo e a
deteccédo do HPV-DNA utilizando “primers consensus” da regido L1 (MY09 e MY11)
que amplificam um fragmento de 450 pares de base, conforme descrito por Manos e
colaboradores®. As amostras foram processadas em duplicata e, a cada reacao,
controles sabidamente positivos para HPV e, controles negativos (sem DNA), foram
utilizados evitando a producao de falso-positivos decorrentes de contaminacao.

A genotipagem foi realizada através do método de analise polimdrfica por restricao
enzimatica do produto amplificado por PCR (RFLP — Restriction Fragment Length
Polymorphisms) conforme descrito por Bernard e colaboradores®, o qual inclui a

identificacdo de 41 tipos mucosais de HPV. Neste estudo utilizou-se para a
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genotipagem as enzimas BamHlI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl e Rsal propostas por este

autor (quadro 1).

Andlise Estatistica

A freqiéncia de DNA do HPV nas lesbes bucais é descrita. As
caracteristicas da amostra sdo comparadas entre os individuos com lesbées HPV
positivas e negativas através dos testes Mann-Whitney, Qui-quadrado (ou Exato de
Fisher quando indicado). Foram considerados estatisticamente significativos os

achados com p <0,05.

Resultados

A coleta de material foi realizada em 112 individuos. Destes, 32 (28,6%)
foram excluidos (8 por ndo terem confirmacao histolégica de lesao epitelial e, 24 por
serem [-globina negativos, ou seja, sem DNA ou DNA inviavel para amplificacao).
Dos 80 individuos remanescentes no estudo, 58,7% tiveram suas lesdes biopsiadas.
Entre as lesdes biopsiadas encontramos 2 lesdes carcinomatosas, 4 papilomas e 41
lesdes hiperplasicas com ou sem processo inflamatério associado. Entre as
biopsiadas, 5 se mostraram HPV+. As demais lesdes HPV+ ocorreram em liquen
plano, lesao ulcerada, hiperplasia gengival e leucoplasia.

A faixa etéria dos 80 individuos selecionados variou de 11 a 86 anos, sendo
68,7% do sexo feminino e 31,3% do sexo masculino. Eram de cor parda ou negra
18,7% individuos e, nenhum indigena fez parte da amostra. A maioria (70%) dos
individuos estudados referiu até 8 anos de estudo. No que diz respeito a ocupacéo,
70,5% (55/78) possuiam atividade n&o qualificada, 55,8% (43/77) tinham um
rendimento familiar mensal de até 3,99 salarios minimos (SM) e 19,4% (15/77)

possuiam renda na faixa de 10 ou mais SM.
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Da amostra estudada, 11,3% (9/80) mostraram-se positivos para HPV. Entre
os individuos positivos ao HPV, a faixa etaria variou de 24 a 68 anos e a idade
média foi mais elevada que no grupo HPV negativo (tabela 1). Houve predominancia
do sexo feminino em ambos 0s grupos, sendo 66,7% entre os positivos e 69% entre
os negativos. Os pacientes positivos ao HPV eram todos de cor branca, sendo esta
também predominante, porém nao exclusiva, entre os pacientes HPV negativos. Em
ambos os grupos, a maioria referiu até 8 anos de escolaridade e ocupagdo nao
qualificada. A faixa de baixa renda familiar também predominou em ambos os
grupos, porém os individuos positivos ao HPV apresentaram uma maior frequéncia
de renda familiar igual ou superior a 10 SM. Nenhum destes achados se mostrou
estatisticamente significativo (tabela 1).

Em relacdo ao habito de fumar, o percentual de fumantes foi discretamente
superior entre os HPV positivos. Cabe salientar que os individuos positivos ao HPV
fumaram, em média, menos tempo € menos cigarros que os negativos. No entanto,
nenhuma destas diferencas foi estatisticamente significativa. Quanto ao consumo de
bebida alcodlica, embora a freqiéncia deste consumo fosse maior entre os
individuos HPV negativos, observou-se que o grupo HPV positivo consumia bebidas
alcodlicas, ha mais tempo e dentre estas bebidas, as destiladas eram as mais
freqUentes, porém nenhum destes achados apresentou significancia estatistica
(tabela 2).

Também nao foram observadas diferencas significativas quanto a
comparagao das variaveis relacionadas ao comportamento sexual entre os grupos
HPV positivo e negativo (tabela 3).

Entre as amostras positivas ao DNA do HPV foram identificados os
gendtipos HPV6b em 2 das amostras e, HPV MM4(W13B) e HPV MM9(PAP238A)
em outras 2 amostras (quadro 1).
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Discusséao

O objetivo deste estudo foi o de investigar a presenca de HPV em lesdes epiteliais
bucais de pacientes que procuraram atendimento num ambulatério de referéncia
para estomatologia, de um hospital universitario. A freqiéncia de 11,3% de HPV
positivos observada neste estudo encontra-se dentro da extensa faixa descrita na
literatura (5% a 80%)'®"?. Uma das explicacdes para a ampla variagdo desta
freqUéncia poderia ser as diferengas de sensibilidade e especificidade dos métodos

s('%12 De qualquer modo, mesmo

utilizados para deteccdo do HPV em lesdes orai
estando dentro desta faixa, poderiamos dizer que a freqliéncia observada em nosso
estudo sugere uma baixa prevaléncia de infecgdo oral por HPV em nossa
populacdo. Os aspectos clinicos observados em uma lesdo oral muitas vezes nao
permitem definir claramente o tipo de lesdo. Apesar disso, as biopsias realizadas
neste estudo ocorreram somente quando houve necessidade de remocéo total da
lesdo ou para fins diagnosticos. Kellokoski e colaboradores'™® relatam uma deteccéo
em torno de 85% de DNA em amostras de bidpsia através do PCR. Nossa amostra
consistiu de raspado de lesdo bucal através de escova citoldgica e posterior
realizacdo de PCR e, nossos achados nao se distanciam da literatura a qual indica
que 78,5% (88/112) das amostras foram positivas para beta-globina.

Entre as lesdes que faziam parte de nossa amostra, encontramos 5,0%
(4/80) de papiloma escamoso e 2,5% (2/80) de carcinomas epidermoides. A maioria
eram lesdes hiperplasicas (50%; 40/80). De acordo com a literatura’®, lesées
papilomatosas ndo sdo comuns e em nossos resultados a taxa de papiloma

escamoso esta dentro do esperado que é de 1% a 4,6%. Segundo Ward e

colaboradores!"™ embora os achados levem a crer em uma causa viral para a
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maioria dos papilomas escamosos, ndo é possivel confirmar este papel etiolégico
para o HPV. Cabe salientar que das 4 lesbes de papiloma observadas neste estudo
e, confirmadas por exame histopatolégico, somente uma mostrou-se positiva para
HPV. O genétipo desta leséo foi o HPV 6b", e esta de acordo com a literatura que
mostra serem os tipos 6, 11 e 16 os mais freqlientemente encontrados!'> .
Sabe-se que a hiperplasia epitelial focal é bastante freqlente entre
indigenas e que esta associada ao HPV tipos 13 e 32!"®. No entanto, apesar de em
varias regides do Brasil, incluindo a regiao sul onde foi realizado este estudo,
existirem comunidades indigenas, ndo se observaram indigenas na amostra
estudada.
E reconhecido que o papilomavirus tem um papel importante em uma série
de lesbes, particularmente varias verrugas, o que tem relevado o seu significado na
etiologia de lesdes pré-malignas e neoplasmas epiteliais malignos, incluindo aqueles

%17 No entanto, nenhuma lesdo de verruga vulgar

que envolvem a mucosa bucal
ou condiloma acuminado foi detectada na amostra estudada. Sabe-se que a
transmissdo destas duas lesbes esta associada a auto-inoculagdo ou a pratica de
sexo oral. Nesta amostra, o relato de pratica de sexo oral foi baixo, 0 que poderia
justificar a auséncia destas lesdes em nossos achados, embora, na maioria das
vezes, este relato possa ndo traduzir a realidade, conforme descrito por Casnati e
colaboradores™.

Os gendtipos identificados nas amostras positivas ao HPV foram 6b,
MM4 e MM9. O tipo HPV6b tem sido descrito por varios autores "% '* 1819 g parece
ser um tipo comumente observado em lesdes orais. Por outro lado, os tipos MM4 e

0 2V s30 raramente descritos como

MMS9, considerados tipos de alto risc
presentes em lesdes da cavidade oral®. Apesar de n3o ter sido possivel tipar todas
as amostras positivas acreditamos que estes achados sao muito relevantes.
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Neste estudo o paciente que apresentou o genétipo MM9 (atualmente
designado HPV 73)®? era um transplantado renal, em uso de imunossupressor e
corticoide. O HPV parece estar relacionado, de alguma forma, ao estado de
imunossupressdo do hospedeiro. Had um crescente aumento no numero de
diagnésticos de infegdo pelo HPV, em individuos com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, transplantados renais, gravidez ou mesmo doencas que
requeiram corticoterapia prolongada. Observa-se que nestes pacientes o

@3 Pacientes que recebem

comportamento evolutivo das lesbes é mais agressivo
terapia imunossupressora apoés transplantes de 6rgaos tém risco aumentado para o
desenvolvimento de tumores malignos. A incidéncia de neoplasia nestes pacientes é
100 vezes maior que em pacientes nao transplantados, controlando para o efeito da
idade. A causa para este aumento na incidéncia nao é clara, mas pode ser devida a
combinacdo de diminuigdo da deteccdo de células cancerigenas pelo sistema
imune, estimulagdo antigénica crénica pelo 6rgdo transplantado, efeitos
carcinogénicos diretos de drogas imunossupressoras ou proliferagcdo de virus
oncogénicos¥.

Nao ha associagao preferencial demonstrada entre HPV tipo especifico e
uma leséo oral em particular. Individuos que sdo imunocomprometidos desenvolvem
lesbes com aparéncia clinica ndo-usual e, estas lesdes incluem tipos de HPV nao
comumente vistos em lesdes bucais. O fato de que a imunossupressao € um fator
predisponente para lesbes associadas ao HPV, sugere que a regulacdo da

@9 Qutro gendtipo, ndo

imunidade tem um papel na patogénese destas lesGes
comum, observado na cavidade bucal foi o HPV MM4, também de alto risco,
encontrado em uma lesédo de liquen plano. Evidéncia recente indica que o liquen

plano trata-se de um disturbio mucocutaneo imunologicamente mediado®®.
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Os outros dois gendtipos identificados tratam-se do tipo HPV 6b encontrado em um
paciente portador de papiloma escamoso sublingual, e, em outro paciente com
leucoplasia em rebordo anterior da mandibula, que relatou resseccdo de tumor
maligno em assoalho de boca ha 10 anos. Em lesdes leucoplasicas e de assoalho
de boca, Chang e colaboradores!"” relatam que o gendtipo mais freqiiente é o
HPV16 porém, gendtipo HPV 6, normalmente associado a lesdes benignas foi
encontrado por sua equipe em carcinoma de células escamosas. Este ultimo caso
faz-nos pensar em laténcia viral e possibilidade de ser a cavidade oral um
reservatério para este virus®”

Nossos resultados reforcam o conceito de infecgao por tipos incomuns de
HPV em pacientes imunocomprometidos e a possibilidade de laténcia viral ou, de a
cavidade bucal ser reservatério para este virus proporcionando que se manifeste

diante de alteracdo na imunidade.
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Tabela 1. Distribuicdo das caracteristicas demograficas de acordo com a presenca

ou auséncia de HPV-DNA na amostra estudada

HPV HPV
VARIAVEL POSITIVOS NEGATIVOS valorde p *
Idade (anos)
média + dp 53,1+15,2 47,8 + 16,3 0,27
Cor de pele
Branco 100,0% 78,9% 0,19***
Nao-branco 0,0% 21,1%
Escolaridade (anos)
<8 66,7% 70,4% 0,54
> 8 33,3% 29,6%
Ocupacao
Nao-qualificada 77,8% 69,6% 0,47***
Qualificada 22,2% 30,4%
Renda Familiar (SM)
Até 3,99 55,6% 55,9%
4a 9,99 11,1% 26,5% 0,41
>10 33,3% 17,6%

* valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo;

** Teste Mann-Whitney; *** Teste Exato de Fisher; ****Teste Qui-quadrado ;

SM= salario minimo (valor considerado - R$130,00); dp=desvio padrao
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Tabela 2. Distribuicdo de usuarios de alcool e fumo de acordo com

auséncia de HPV-DNA na amostra estudada

a presenga ou

HPV HPV
VARIAVEL POSITIVOS NEGATIVOS Valorde p *
Fumo
Nao 44,4% 42,3% 0,59**
Sim 55,6% 57,7%
Tempo de fumo
Média + dp 17,7+17,4 26,7 +13,3 0,27***
Numero de cigarros/dia
Média + dp 17,4 +5,8 20,6 +19,2 0,74***
Bebida
Nao 55,6% 46,5% 0,72*
Sim 44,4% 53,5%
Tipo de bebida
Nunca bebeu 55,6% 47,8%
Destilados 33,3% 21,7% 0,44%***
Outros 11,1% 30,4%
Tempo de bebida (anos)
Média + dp 24,5+ 23,3 19,8 + 15,3 0,63***

*valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo;
** Teste Exato de Fisher ; *** Teste Mann-Whitney; ****Teste Qui-quadrado

dp=desvio padrao
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Tabela 3. Distribuicado de variaveis de comportamento sexual de

presenga ou auséncia de HPV-DNA na amostra estudada

acordo com a

HPV HPV
VARIAVEL POSITIVOS NEGATIVOS valor de p*
Idade da primeira
relagcao sexual
Média + dp 17,7+1,8 18,8 +4,2 0,54**
Sexo oral
Sim 22,2% 25,0% 0,61***
Néo 77,8% 75,0%
Numero de parceiros
na vida
Média + dp 4,4 +6,1 4,3+10,5 0,68**

* valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo;
** Teste Mann-Whitney ***Teste Exato de Fisher; dp=desvio padréo
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Quadro 1 — Gendtipos identificados nas amostras HPV-DNA +

Genotipo | Amostras | BamHI Ddel Haelll HinF| Pstl Rsal
6b 449 382 217 234 449 161
449 pb 2 67 124 215 149
108 72
67
MM4 455 288 455 241 455 383
(W113B) 1 167 214 72
455pb
MM9 458 243 458 458 432 201
(PAP238A) 1 215 26 161
458pb 96

Fonte: Bernard e colaboradores®
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ANEXO 1

TECIDO EPITELIAL

A superficie externa da corpo e quase todas as superficies internas séo
recobertas por folhetos celulares continuos conhecidos como membranas epiteliais
ou epitélios que, juntamente com varias glandulas que se desenvolvem a partir
deles, constituem o tecido epitelial. Este € um tecido basico que pode desenvolver-
se a partir de qualquer das diferentes camadas germinativas do embrido. O
componente epitelial da pele, por exemplo, origina-se do ectoderma; o revestimento
epitelial e as glandulas do trato digestivo sao derivados do endoderma; e os
revestimentos serosos das cavidades peritoneal, pleural e pericardica, juntamente
com o revestimento do sistema circulatério, sdo produtos do mesoderma. Por
convencao, o revestimento membranoso das cavidades corporais € denominado
mesotélio, enquanto que aquele do coragdo, vasos sangiineos e linfaticos é
conhecido como endotélio. Entretanto, todos estes revestimentos sao folhetos
continuos compostos de células contiguas e, portanto, representam membranas
epiteliais tipicas, apesar de seus nomes especiais.

Caracteristicas

E caracterizado por intimo contato intercelular de suas células.

Os epitélios sao classificados com base em seu numero de camadas
celulares e, as principais caracteristicas de suas células mais superficiais. Alguns
epitélios possuem apenas uma camada celular de espessura porém, todos sao
compostos apenas de células fortemente aderidas. E, ndo contém capilares; isto €,
sdo avasculares. Portanto, dependem do tecido conjuntivo adjacente para receber

nutrientes e oxigénio e para a eliminagdo de escérias. As células epiteliais estao
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fortemente fixadas ao tecido conjuntivo por um componente denominado membrana

basal. Os epitélios estdo funcionalmente adaptados para varios fins, mas séo todos

basicamente n&o especializados ou adaptados para absorcdo, secregdo ou
protecéo.

Um epitélio simples consiste em uma uUnica camada de células. Um epitélio
estratificado possui espessura de pelo menos 2 camadas celulares e um epitélio
pseudoestratificado possui apenas uma camada celular de espessura mas, da a
impressao de ser estratificado porque algumas de suas células sdo mais curtas que
outras e, portanto, ndo alcangam sua superficie livre.

Temos 8 subtipos de epitélio:

1. Epitélio Escamoso* Simples (* também Pavimentoso por ser semelhante a tacos
ou ladrilhos de um pavimento);

2. Epitélio Cubico Simples

3. Epitélio Cilindrico Simples( ciliado ou ndo; com células caliciformes ou n&o);

4. Epitélio Cilindrico Ciliado Pseudoestratificado (ciliado ou nao; com células
caliciformes ou nao);

5. Epitélio Cilindrico Estratificado;

6. Epitélio de Transigao;

7. Epitélio Pavimentoso Estratificado Nao-Queratinizado — as células basais séo
cilindricas e deixam de ser poliédricas para tornarem-se pavimentosas a
medida que se aproximam da superficie livre. Este epitélio nao produz queratina
nem é secretor. Porém, reveste superficies Umidas que estdo sujeitas a
desgaste, tornando necessario que a membrana seja mantida umida por liquidos
ou secregdes provenientes de outros locais. O interior da boca € um dos locais

revestidos por este epitélio. Enquanto as células dos epitélios pavimentoso
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simples, cubico simples e cilindrico simples sdo capazes de mitose, as células

principais dos demais epitélios sdo renovadas a partir de células-tronco.
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ANEXO 2

INSTRUMENTO DE PESQUISA

DADOS DO PACIENTE
Data do exame:.........ccceeveeeeeenneennen. Numero do questiondrio......................
INOIIIE: ..ttt ettt Idade:.......coceeunees

Procedéncia:.........cocveveiiiieiiieeieeee e Profissao:.....ccccccvveeecieeecieeeieeee,
Escolaridade: ( ) 1° incompleto ( ) 1° completo ( ) 2°incompleto ( ) 2° completo
() superior anos de estudo ( ) analfabeto

Residéncia: saneamento: ( ) d4gua encanada tratada ( ) pogo artesiano ( ) bica

( ) rede de esgoto ( ) esgoto aberto
rede elétrica: ( ) sim ( ) ndo
Renda familiar aproximada:

Tabagismo: Fuma? ( )sim ( )ndo Hé quanto tempo?
Tipo: Quantos cigarros/dia?
Se parou, ha quanto tempo?

Alcoolismo: Faz uso de bebidas alcodlicas? ( ) sim ( )ndo
Tipo: () destilados ( ) fermentados
Quantidade: /dia /semana ( ) eventualmente
Hé quanto tempo? Se parou, ha quanto tempo?

Pratica Sexual: Vocé ja teve ou tem relagdes sexuais? ( ) sim ( ) ndo
Com que idade teve a 1? relagdo sexual?
Quantos parceiros sexuais teve até agora?
Pratica ou praticou sexo oral? ( )sim ( )ndo ( )no passado

Doenga Sistémica: ( ) sim ( ) ndo Qual?
Uso de medicamentos: ( ) sim ( )nao Qual?

DADOS DO EXAME

Diagndstico ou suSPeita CHINICA: ......eevieriiieiieiiecieeie et
Resultado da bidpsia 0u €STTeZACO: ....ccviiviieriiieiieieeie ettt e

Diagnoéstico pelo método PCR: .........ooiiiiiiie ettt
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ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Projeto de Pesquisa:Prevaléncia de Papilomavirus Humano em lesdes da
boca.

Estamos lhe convidando a participar de um estudo que verificard qual a
freqiiéncia de lesdes na boca causadas por um virus chamado papiloma. Além
disso, pretendemos estudar quais os fatores que podem contribuir para que esse
tipo de lesdo apareca.

A participagdo no estudo consiste em responder um questionario € permitir
a coleta de material da boca, que serd feito através de uma escova com uma
pequena raspagem do local da boca que apresentar alteragao.

Esse procedimento podera eventualmente causar um pequeno sangramento,
o qual regride espontaneamente.

Todas as informagdes obtidas serdo de carater confidencial para fins de
pesquisa. Participando ou ndo do estudo, vocé estard recebendo um tratamento
comprovadamente bom para vocé e, caso queira retirar-se do estudo, estara livre
para fazé-lo a qualquer momento que desejar. Se vocé tiver alguma pergunta a

fazer antes de decidir, sinta-se a vontade para fazé-lo.

.................. fui informado(a) dos objetivos especificados acima e, da justificativa
desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informagdes especificas sobre
cada procedimento no qual estarei envolvida, dos desconfortos ou riscos previstos,
bem como dos beneficios.

Concordo que as informagdes que eu prestar fagam parte do estudo, e que

ficarei com uma via desta declaracao.

pesquisador

participante Carmen Maria Lazzari

Data: Fone (51) 217 44 99
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ANEXO 4

* Primers para amplificacdo de Beta-globina:

GH20 - GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC
PCO4 - CAACTT CAT CCACGT TCACC

* Primers para amplificacao de HPV — regido L1:
MYQ09 — CGT CCM ARR GGAWAC TGA TC
MY11 — GCN CAG GGW CAT AAY AAT GG
Onde M (A ou C); R(Aou G); W(Aou T); Y(CouT).
*MIX para PCR B-globina e HPV

Para cada amostra:

DNA 10,0 ul

Primers - 20pmol 1,0 ul PCO4 + 1,0 ul GH20
MgCl2 -50 mM 2,5 pl

Taqg - 500 U/ml 0,3 ul (=1,5U)

T10x (tampao) 5,0 pl

DNTP -10 mM 1,0 wl

H20 destilada 29,2 ul

50,0 ul (40 pul Mix + 10 ul DNA)

*PCR para amplificagdo de segmento B-globina:

1. 94° C — 4 minutos

2. 94° C — 1 minuto (separacgao das fitas de DNA)

3. 60° C - 2 minutos (anelamento das bases nitrogenadas (A C G T) com DNA
segundo modelo fornecido através do primer)

4. 72° C — 3 minutos (extensao- ocorre a remogao dos residuos, limpeza das fitas).

5. Repetir passos 2, 3 e 4 por 35 vezes;

6. 72° C - 10 minutos.

*PCR para amplificagdo do segmento MY09/MY11 do HPV-DNA:
1. 94°C -4 minutos

94° C — 1 minuto

55° C — 1 minuto

72° C — 2 minutos

repetir os passos 2, 3 e 4 por 35 vezes

72° C — 5 minutos.

OO WN
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ANEXO 5

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA COM KIT QlAamp — para LIQUIDO
CORPORAL

*Descongelar as amostras em temperatura ambiente e centrifugar , por 10 min
(minutos), a 2000 rpm (rotagdes por minuto), para a formacgao do pelet.

*Ao abrir o kit de DNA — QlAamp foi acrescentado alcool absoluto no buffer AW1 e

AW2, conforme solicitacdo do frabricante.

1. Colocar 200 ul da amostra (pelet) em um tubo ependorf (se volume menor,
completar com PBS); identificar os tubos;

2. Acrescentar 20 ul de proteinase K;

3. Acrescentar 200 ul de Buffer AL. Aplicar vortex por 15 seg (segundos);

4. Incubar a 56° C por 10 min;

5. Adicionar 200 ul de etanol (96-100 %) e dar um vortex de 15 seg. Ocorrera a
precipitacao do DNA;

6. Transferir o conteudo todo para os tubos de coluna. Fechar o tubo e centrifugar
com 8000 rpm por 1 min. Descartar o tubo que contém o filtrado e colocar a
coluna em um novo tubo;

7. Adicionar cuidadosamente 500 ul de Buffer AW1 e centrifugar com 8000 rpm por

1 min. Trocar novamente tubos coletores;

8. Adicionar 500 pul de Buffer AW2. Centrifugar a 14000 rpm por 3 min;
9. Identificar ependorfs para receber material da coluna. Adicionar 200 ul de Buffer
AE previamente aquecido por 10 min a 50° C na quantidade exata para cobrir as

amostras trabalhadas. Este Buffer remove o DNA da coluna.
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10. Aquecer a coluna com o ependorf por 10 min a 50° C. Centrifugar a 8000 rpm
por 1 min. Desprezar coluna e guardar o ependorf com a solu¢do no freezer para

posterior realizagao do PCR.
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