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Resumo

Os papilomavirus humanos (HPVS) oncogénicos sdo importantes agentes na
génese do cancer ginecoldgico e tém sido implicados também nos céanceres da
boca. Com objetivo de avaliar a relacdo entre o HPV e o carcinoma espino-
celular (CEC) da lingua, foram selecionados 50 pacientes do sexo masculino, da
raca branca, fumantes e com diagndstico histolégico de CEC, e um grupo
controle composto por 10 pacientes sem evidéncias clinicas de lesdo na lingua.
A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) foi utilizada para detectar a
presenca do genoma HPV em amostras de tecido fresco, provenientes CEC da
margem da lingua. Trinta e sete pacientes (74%) apresentaram resultado
positivo de PCR para papilomavirus oncogénicos, sendo que no grupo controle
apenas uma amostra (10%) foi positiva para os papilomavirus ndo-oncogénicos.
Pdde-se concluir através de analise estatistica deste trabalho que o paciente
portador de papilomavirus oncogénico na cavidade bucal possui 25,6 vezes
mais chance de desenvolver o CEC da lingua devendo, portanto ser

acompanhado de forma sistematica, através de exames clinico e complementar.
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O papilomavirus humano (HPV) é um virus do género
Papillomavirus, pertencente a familia Papovaviridae, com mais de 120 sub-
tipos identificados até o momento, epiteliotropicos e altamente espécie-
especificos, ndo havendo até entdo nenhum caso de papilomavirus de uma

espécie causando infeccdo em outra (Howley, 1996).

O virus HPV é composto por um genoma de 8000 pares de bases de
DNA de cadeia de dupla fita formando um complexo semelhante a um
cromossomo, envolvido por um capsideo externo protéico sem ser envelopado

de 55 nanémetros (nm) de tamanho.

Esse capsideo, por sua vez, € formado por 72 subunidades
(capsbmeros), com arranjo icosaédrico, motivo pelo qual quando examinado a

microscopia eletronica, apresenta formato esférico.

A estrutura viral é constituida por dois tipos de proteinas: L1
(também chamada de proteina maior), que € género-especifica, sendo sua
presenca correlacionada a presenca de HPV intacto nos tecidos, servindo
como medidor indireto de infectividade e L2 ou proteina menor, sendo

altamente tipo-especifica (relacionada com cada sub-tipo do virus).

O genoma do virus contém dois segmentos principais, sendo cada
um constituido por uma série de "regides” ou ORFs (opening reading frames)
que codificam as proteinas virais. O segmento E (early) que representa 45% do
genoma, € constituido por oito ORFs e codifica proteinas relacionadas com a
replicacéo e controle do genoma. O segmento L (late) que representa 40% do
genoma é responsavel por codificar as proteinas estruturais do capsideo do
virus. Entre os segmentos L e E existe um outro segmento que representa 15%

do genoma, que contém elementos regulatérios.

O sitio de abertura da molécula circular do DNA do virus é
especifico, ou seja, sempre se abre no mesmo local, entre E1 e E2. E2 é
responsavel por reprimir a transcricdo dos genes virais E6 e E7. Uma vez que
E2 é inativado pela abertura da molécula virética, hA uma super expressao dos

genes E6 e E7.
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O potencial oncogénico do virus HPV é relacionado aos produtos
destes genes, que interagem e inativam proteinas celulares derivadas dos
genes supressores de tumores p53 e pl05-RB, além de promover a
degradacdo destes genes, bloqueando sua fungcdo. A oncogenicidade, entre
outras condicdes, vai depender diretamente do grau de afinidade entre as
proteinas derivadas dos gens supressores de tumores e as proteinas virais
derivadas dos genes E6 e E7 (Syrjanen et al, 1983).

Assim sendo, os produtos dos genes E6 e E7 dos HPV de “alto
risco” apresentam grande afinidade com as proteinas derivadas de p53 e p105-
RB, enquanto os produtos derivados dos genes dos virus de “baixo risco”
possuem baixa afinidade com tais proteinas. O resultado da penetracdo do
virus é a imortalizacdo das células em que o HPV foi integrado. Estas células
exibem morfologicamente figuras de mitose anormais, pleomorfismo nuclear,
valores de DNA aneuploides, consistentes com nimero cromossomal anormal
e alteracéo arquitetural dos cromossomos (Syrjanen et al, 1983).

Porém, estas células s6 passam a ser geradoras de tumor quando os
gens transformantes E6 e E7 sdo expostos a oncogenes celulares ativados.
Contudo, o HPV néo atua isoladamente na oncogénese; outros fatores tais como
estado imunolégico do hospedeiro, caréncia nutricional, uso de fumo e élcool
atuam em conjunto, favorecendo e potencializando a instalagédo do tumor.

Ocorre que a associacdo destes fatores com os sub-tipos de HPV
oncogénicos sao extremamente importantes na génese dos tumores malignos,
uma vez que o fumo e o alcool atuam como fatores indutores e o papilomavirus
age na fase de promocéao tumoral.

Alguns sub-tipos do HPV séo responsaveis por verrugas vulgares,
condilomas anogenitais, papilomas da cavidade bucal e nasofaringe, e outros
sao associados a neoplasias malignas.

A infeccdo pelo HPV é a Doenca Sexualmente Transmissivel (DST)
mais prevalente na populacédo adulta, sendo inegavel sua intima relacdo com o
aparecimento das neoplasias cervicais, pois segundo alguns autores pode
estar presente em até 100% das pacientes portadores de cancer de colo de
atero (zur Hausen, 2000).
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A principal via de transmissdo do HPV € a sexual, tanto em homens
quanto em mulheres, mas existe ainda a possibilidade menos comum de
transmissao por outras vias como a sanguinea, pelo canal do parto, pelo beijo

e até por objetos contaminados ou fémites (Bergeron et al, 1990).

Na década de 90 foram realizados inumeros estudos ratificando que
a infeccdo por determinados sub-tipos de HPV é um evento precursor do

cancer ginecologico (Bosch et al, 1995)

Os diferentes tipos de HPV séo divididos em dois grupos dependendo
de seu potencial oncogénico. Os HPVs considerados ndo oncogénicos sao 0s
sub-tipos 6, 11, 42 e 54, normalmente presentes nas lesdes verrucosas,
papilomas e condilomas. Enquanto que 0s oncogénicos séo os sub-tipos 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 66, 68, estes freqientemente presentes nos
casos de neoplasias malignas (Villa, 1997).

b

LesOes papilomatosas e/ou verrucosas eram descritas desde a
Grécia Antiga associadas a doencas venéreas, pois eram extremamente
comuns em pessoas que apresentavam comportamento sexual considerado

promiscuo para a época.

Papanicolaou descreveu em 1933 as primeiras observacdes sobre
alteracdes verrucosas da mucosa vaginal, apesar de ainda nao ser identificado

0 agente causador (zur Hausen, 1977).

Em publicacdo de 1977, zur Hausen formulou a hipdtese de que a
etiologia dos céanceres do colo de utero tinha importante participacdo do

papilomavirus.

A partir de entdo houve um crescimento expressivo do interesse pelo
estudo do papilomavirus e sua relacdo com as neoplasias malignas,

particularmente na regido genital feminina.

Segundo Pereyra et al (1994), a presenca dos HPVs oncogénicos 16
e 18 tem sido descrita em até 95% dos casos de lesdes malignas da regiao

genital feminina.
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O Instituto Nacional do Céancer (INCA) estima a prevaléncia do HPV
nos casos de cancer de colo uterino em 94%, tendo ainda importante papel no

desenvolvimento de displasias epiteliais.

A simples presenca do HPV oncogénico pode aumentar o potencial
relativo para o desenvolvimento de neoplasia intraepitelial cervical em até 116
vezes (Rozendal et al, 1996). Entretanto o DNA dos HPVs ndo oncogénicos

raramente sdo encontrados em lesdes malignas.

Estima-se que de 10 a 40% da populagdo sexualmente ativa sao
infectados por um ou mais sub-tipos de HPV, sendo, que a maior parte destas
lesdes é transitoria, ou seja, o sistema imunoldgico, produz anticorpos capazes

de inibir a acdo do virus (Villa, 1997).

Os estados fisicos do DNA do virus sdo diferentes nas lesdes
benignas e malignas. Nas primeiras, ele estd presente ndo integrado ao
genoma da célula hospedeira e em mdultiplas copias sendo que nas lesdes
malignas ele integra-se ao genoma da célula hospedeira formando uma ligacéo
estavel e perdendo a capacidade de se replicar de maneira autdbnoma,

caracterizando a chamada ligag&o epissomal.

Nas lesdes malignas o sitio de ligacdo nos cromossomos ndo segue
qualquer padrdo, porém este sitio € constante em todas as células de um
mesmo tumor e parece ter alguma preferéncia por locais frageis ou préximos a

oncogenes celulares.

O HPV atinge o ndcleo das células basais através de
microlaceracfes no epitélio, sendo que os primeiros sinais de transcricdo do

genoma virdtico aparecem cerca de quatro semanas apos a infeccao.

O periodo de incubacgéo varia de 3 a 18 meses e a persisténcia das
lesbes pode ser mantida por semanas, meses ou até mesmo anos. Esta
variacao parece estar mais relacionada com particularidades do hospedeiro que
do virus, a exemplo do que € observado em pacientes com imuno-deficiéncias

gue parecem ser portadores de lesbes mais exuberantes e persistentes.
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Na cavidade bucal o papilomavirus esta associado principalmente ao
papiloma (tumor benigno de aspecto de “couve-flor’) e mais raramente a
presenca de verrugas vulgares e condiloma acuminado.

A primeira referéncia da possibilidade de envolvimento do
papilomavirus com as neoplasias bucais foi feita por Syrjanen et al (1983),
através da observacdo de alteracdes histolégicas compativeis com infeccao
viral associada ao tumor.

O céancer de boca € uma importante causa de mortalidade e
morbidade no Brasil. Segundo dados do INCA a estimativa da incidéncia de
casos novos para 2005, o coloca como 8° tipo mais freqliente no sexo
masculino e o0 9° no sexo feminino, com 9.985 e 3.895 casos respectivamente.
Além disso, no Brasil infelizmente os casos sao diagnosticados tardiamente,
guando o progna@stico € pior e a chance de cura torna-se mais dificil. Estima-se
que cerca de 75% dos casos de cancer bucal sejam diagnosticados em fases
superiores a T2 (Classificagdo TNM — Tumores maiores que 4 cm de diametro).

O tipo de cancer mais prevalente na cavidade bucal é o carcinoma
espino-celular (CEC) representando aproximadamente 95% de todas as
neoplasias malignas do complexo maxilo-mandibular.

Os fatores de risco para o cancer bucal sdo segundo o INCA o fumo,
consumo excessivo de alcool, exposicdo a radiacao solar (para neoplasias de
labio inferior) e trauma crénico.

7z

O fumo é considerado carcin6geno completo por ser um agente
indutor e simultaneamente promotor do céancer pela atuacdo de 4720
substancias quimicas produzidas pela combustdo do fumo.

O Alcool por sua vez aumenta a permeabilidade celular tornando as
células mais susceptiveis aos agentes carcinogénicos do fumo estimando-se
numa chance 141 vezes maior a possibilidade de desenvolver neoplasia bucal
as pessoas etilistas cronicas que também fumam.

Alguns autores tém associado a presenc¢a de HPV, particularmente os
subtipos 16 e 18 como fatores contribuintes para o aparecimento do Carcinoma
Espino-Celular (CEC) da cavidade bucal (Minetta et al, 1998; Gillison et al, 2000).
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A prevaléncia do HPV no cancer bucal varia de 0% a 100% nos trabalhos
da literatura, principalmente por variagbes no tamanho da amostra, populacéo

estudada e sensibilidade das técnicas empregadas (Chatterjee et al, 1997).

O diagnostico da presenca do HPV nos tecidos pode ser feito de
diversas formas: Captura Hibrida, Hibridizac&o “in situ” e Reacdo em Cadeira
pela Polimerase (PCR), sendo este ultimo método o mais indicado, pois além
de ser o mais sensivel, € capaz de identificar o sub-tipo do virus e
conseqlentemente seu risco, além de ter a capacidade de amplificar
quantidades reduzidas de DNA viral. Bastam apenas 10 copias do virus para

que o processo de PCR possa amplifica-las e permitir sua deteccéo.

O tratamento preferencial das lesdes causadas pelo HPV é sua
remocao cirargica, que pode ser feita de inUumeras formas, como por exemplo a

abrasdo local, agentes causticos, quimicos, elétricos, crioterapia e cirurgia a laser.

O tratamento medicamentoso para o HPV ainda requer maiores

estudos, mas o uso do interferon parece promissor. (Zhang et al, 2004 )

Existem dois grandes estudos em andamento na tentativa de se
produzir uma vacina capaz de impedir a infeccdo pelo HPV na regido genital
feminina. Enquanto um desses grupos concentra-se apenas nos sub-tipos 16 e
18, o outro acrescenta também protecdo contra o 6 e o 11, que séao
causadores das verrugas genitais. Os primeiros resultados desses estudos
mostram-se bastante animadores, e apesar do foco da vacina ser o cancer
ginecologico, por produzir imunidade ao virus, esta vai contribuir

concomitantemente para a diminuicdo do cancer de boca.
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1.1 Objetivo

O presente estudo tem como objetivo avaliar a presenca do genoma
papilomavirus humano (HPV) em amostras de tecido fresco de carcinoma
espino-celular da lingua, por meio da técnica de reacdo em cadeia pela

polimerase (PCR), e comparar esses resultados com o grupo controle.




2. REVISAO DA LITERATURA
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Apesar da literatura ser extensa quando aborda a relagcéo entre o
Papilomavirus Humano (HPV) e a iniciacdo e progressdo das neoplasias
bucais, seus resultados sdo muitas vezes e conflitantes e antagonicos.

Tal discrepancia pode ser atribuida principalmente a variedade de
metodologias aplicadas nas pesquisas e na diversidade dos grupos
epidemioldgicos examinados, como pode ser observado na figura 1.
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Figura 1 - Discrepancia entre a prevaléncia do HPV no CEC bucal na literatura consultada

Por esse motivo, optamos por colocar os dados num quadro a fim de
facilitar a compreenséao do leitor, contemplando apenas aqueles trabalhos que
possuem metodologia semelhante ao nosso estudo (Quadro 1). Vale ressaltar
que selecionamos apenas trabalhos que utilizaram o PCR como método de

deteccdo do DNA viral.
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Quadro 1 - HPV e Cancer bucal

Titulo do trabalho Revista Autores Pacientes normais CEC ORAL Tipo de Material | Tipos de HPV
i i i i 40 pacientes .
Detection of human papillomavirus (hpv) dnaiin oral | Ao dermatol res. Chang F, Syrjanen S, Nuutinen paci 40 pacientes '
sguamous cell carcinomas by situ hybridization and 1990-282(8)-493-7 3 Kara S. Svrianen K Hpv em 0% H 27 5% Bloco de parafina
polymerase chain reaction. 1282(8):493-7. »ana s, Syl ’ Tecido adjacente pvem 27,5%
i i i Oral surg oral med oral Summersgill, K F Smith M 333 pacientes 202 pacientes
P 53 polymorphism, human papillomavirus pathol oral radiol endod 2000 . gl I ' pact paci N&o disponivel 16/18/31/33/ 58

infection in the oral cavity and oral cancer

90 (3) 334-9

Kirchner, H. L

Hpvem 11,1%

Hpv em 28,7%

Human papillomavirus in oral squamous cell
carcinoma in a mexican population

Oral surg oral med oral
pathol oral radiol endod.
2005 mar;99(3):311-5

Ibieta B R, Lizano M,

Frasmendivil M, Barrera J L,
Carrillo A, Mohar A

51 pacientes
Hpv em 42%

Bloco de parafina

16 (66,6%)

Human papillomavirus dna in oral squamous cell
carcinomas and normal oral mucosa

Acta virol. 2003;47(1):11-6

Kansky A A, Poljak M, Seme K,
Kocjan B J, Gale N, Luzar B,
Golouh R

62 pacientes

6.6%.0btido por
raspagem

62 pacientes
Hpv em 8,4%

Bloco de parafina

16, 33, 58 (cec)
11, 16, 31, 68(nl)

Human papillomavirus as a risk factor for oral
sguamous cell carcinoma: a meta-analysis 1982-
1997

Oral surg oral med oral
pathol oral radiol endod.

Miller, C S, Johnstone B.

Hpv em 10%

Cec in situ 26,2%
Cec verrucoso 29,5

N&o disponivel

2001 91(6), 622-35 Cec 46,5%
i irus i i i i 20 pacientes 40 pacientes .
Human papillomavirus |nfept|on and p 53 alteration | Chin dent res 2000 nov, 3(3), Ca0J, Zhang Z Y, Zhang Y X paci paci Tecido fresco 16/18
in oral squamous cell carcinoma 44-9 Hpv em 0% Hpv em 72,5%
“high risk” hpv types are frequently detected in Mod pathol13(6) 644-53 Bouda M, Gorgoulis V G, 16 pacientes 53 pacientes . 16/18/33/6
potentially malignant oral lesions, but not in normal . L Tecido fresco
oral mucosa 2000 jun Kastrinakis N Hpv em 0% Hpv em 91% Sendo 71% 16
Human papillomavirus dna detection in oral lesions | Anticancer res. 1999 mar Aggelo_pqu!ou E P,.Skarlos D, 81 pacientes | f
in the greek population apr:19(2b):1391-5 Papadimitriou C, Kittas C, Hov em 49% Blocos de parafina
' : . Troungos C. P
H ilomavirus type 16 and 18 dnain oral | Intj oral maxillof Zhang Z Y, Sdek P, Cao J 40 pacientes 73 pacientes
uman papillomavirus type 16 an nain oral nt j oral maxillofac surg. ang Z Y, Sdek P, Cao J, 0 )
squamous cell carcinoma and normal mucosa 2004 jan;33(1):71-4 ChenW T HpY em 57':’ % Hpv em 74% Bloco de parafina | 16/18
Tecido adjacente
High risk human papillomavirus in oral squamous . P li-d G 50 mulh
carcinom: evidence of risk factor in venezuelan gﬁ?rgégfg?o' med 2001 jul 30 Rrem0| .elz_peroco, ' H mu ere; Tecido fresco 6/11/16/18
ruaral population amirez | pvem 60%

Human papillomavirus in head and neck
carcinomas: prevalence, physical status and
relationship with clinical/pathological parameters.

Anticancer res. 2000 mar-
apr; 20(2b):1301-5.

Badaracco G, Venuti A, Morello
R, Muller A, Marcante M L

38 pacientes
Hpv em 36,4%

Bloco de parafina

Continua...
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... continuagdo

Titulo do trabalho Revista Autores Pacientes normais CEC ORAL Tipo de Material | Tipos de HPV
Human papillomaviruses in 91 oral cancers from . Balaram P, Nalinakumati K R, )
indian betel quid chewers -hiah Prevalence and Intj cancer. 1995 may 16;61 | Abraham E, Balan A, Hareendran 91 pacientes Tecido fresco
in DEtel gt . 9 (4): 450-4. N K, Bernard H U, Chan S Y. Hpv em 74%
multiplicity of infections
Hpv em 50% Cec “in
. Lo . . Eur j cancer b oral oncol1996 | ... . 20 pacientes situ” (20 pacientes) . 6/11/16/18/31/
Human papillomavirus in oral premalignant lesions (32) 264-70 Nielsen H, Norrild B, Vedofte P Hpv em 0% Hpv em 72,5%” (40 Tecido fresco 33
pacientes)
Detectlor_1 of human _pap|||omaV|ruses of high Oral dis. 2004 . . 16 pacientes Bloco de
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Chang et al (1990) avaliaram a presenca do HPV em tecidos
provenientes de carcinomas espino-celulares da cavidade bucal parafinados de
40 pacientes, onde encontraram a presenca do DNA viral em 27,5%.
Pesquisaram ainda o tecido normal adjacente ao tumor e ndo encontraram
sinais do DNA viral.

Shroyer et al (1993) pesquisando a presenca de HPV em blocos
parafinados de CEC bucal detectaram a presenca de DNA viral em 41% dos
pacientes, com predominancia dos sub-tipos 16, 18 e 6.

Woods et al (1993) avaliaram amostras de tecido fresco
provenientes de CEC bucal de 18 pacientes, tendo encontrado o DNA viral em
78% dos casos. Avaliando o tecido adjacente a CEC bucal em nove pacientes,
encontraram o virus em 67% dos casos.

Brandwein et al (1994) analisaram através de PCR tecidos fixados em
formol e parafinados provenientes de 64 pacientes portadores de cancer de boca
e detectaram o DNA do virus HPV em 16 pacientes, totalizando 25% dos casos.

Miller et al (1994) pesquisaram o tecido parafinado de CEC bucal de
30 pacientes e detectaram o HPV em 66,7% das amostras.

Ostwald et al (1994), através da pesquisa de tecido fresco de 26
pacientes com CEC bucal, detectaram a presenca de HPV sub-tipos 16, 18 e
58 em 61,5% dos casos. Utilizaram como grupo controle 97 pacientes do
mesmo grupo epidemioldgico e através de raspagem detectaram o virus em

1% das amostras.

Balaram et al (1995) pesquisaram a presenca de DNA do virus HPV
em tecido fresco proveniente de 91 pacientes portadores de CEC bucal,
encontrando o mesmo em 74% dos casos.

Nielsen et al (1996) avaliaram através do PCR a mucosa de 20
pacientes normais e nao detectaram a presenca do HPV em nenhum caso.
Examinaram ainda 20 pacientes com leucoplasia onde a prevaléncia de HPV
chegou a 44% e 20 pacientes com CEC “in situ” que apresentaram o
papilomavirus humano em 50% das amostras analisadas.
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Porém ao analisarem a mucosa bucal de 40 pacientes portadores de
CEC, observaram a presenca de HPV em 72,5% dos casos, em especial dos
sub-tipos 16 e 18.

Cruz et al (1996) através de amostras de tecido fresco de CEC bucal
determinaram a presenca de HPV em 54,3% das amostras analisadas. Como
grupo controle utilizaram o tecido proveniente de exodontia de 12 pacientes
sem evidéncias clinicas de CEC e do mesmo grupo epidemiologico dos
demais, ndo encontrando presenca do HPV em nenhuma amostra.

Elamin et al (1998) através do estudo de 28 blocos de parafina de
pacientes com CEC bucal, pelo método de PCR determinaram a presenca de
HPV em 50% dos casos com predominancia do sub-tipo 16.

Aggelopoulou et al (1999) pesquisaram blocos de parafina de CEC
bucal de 81 pacientes, detectando a presenca de HPV em 49% dos casos.

Badaracco et al (2000) determinaram a presenca de HPV em 36,4%
dos pacientes portadores de CEC bucal, pesquisando amostras parafinadas de
38 pacientes.

Bouda et al (2000) examinaram 69 pacientes, sendo 16 sem a
presenca de lesdes bucais e os 53 restantes com as seguintes alteragdes: 29
casos de hiperplasia, cinco casos de displasia e 19 casos de carcinoma
espino-celular. Todas as amostras foram submetidas ao método de Reagédo em
Cadeia pela Polimerase (PCR), cujos resultados demonstraram que nenhum
dos casos de mucosa bucal normal apresentava HPV e que 91% dos casos
com lesdes possuia pelo menos um sub-tipo de HPV considerado de alto risco
como o0 16/18 ou 33.

Summersgill et al (2000) avaliaram 333 pacientes normais e
encontraram uma prevaléncia de HPV de 11,1% na mucosa bucal, enquanto
que apos o exame de 202 pacientes com CEC, este percentual chegou a
28,7%. Os sub-tipos encontrados foram o 16 / 18 / 31 / 33 e 58. Todos o0s
diagndsticos se valeram do exame de PCR. Para os pacientes sem leséo, o
material foi colhido através de método de Papanicolaou (raspagem da mucosa)
e nos casos de cancer foi utilizado material previamente fixado com formol e
envolvido por parafina.
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Cao et al (2000) utilizando-se do exame PCR examinaram a mucosa
de 20 pacientes sem nenhuma leséo bucal, onde nédo foi detectada a presenca
do HPV em nenhum dos casos. Porém ao analisarem a mucosa bucal de 40
pacientes portadores de CEC, observaram a presenca de HPV em 72,5% dos
casos, em especial dos sub-tipos 16 e 18.

Sand et al (2000) através da analise das amostras de CEC bucal
parafinadas de 24 pacientes detectaram o HPV em 12,5% dos casos. Atraves
da andlise de tecido fresco de 12 pacientes obtido por raspagem a prevaléncia
de HPV foi de 0%.

Miller, Johnstone (2001) fizeram uma analise retrospectiva de 4680
amostras de tecido, onde obtiveram a ocorréncia de HPV em 10% dos casos
de mucosa bucal normal, 22,2% nos casos de Leucoplasia, 26,2% nos
Carcinomas inta-epiteliais (CEC “in situ”), 29,5% nos Carcinomas Verrucosos e
finalmente 46,5% nos casos de carcinoma espino-celular. Eles estimaram a
probabilidade de deteccdo do HPV em lesdes cancerizaveis entre 2 a 3 vezes
maior que na mucosa normal e para o CEC, esta possibilidade aumentaria para
aproximadamente 4,7 vezes. Como conclusdo de seu estudo, afirmaram que a
presenca de HPV, particularmente os sub-tipos chamados de “alto risco” como
016/31/33/35/39/45 e 52 sao fatores importantes a serem considerados

na génese do cancer bucal.

Jimenez et al (2001) avaliaram 60 pacientes sendo 20 sem a
presenca de lesbes bucais e 40 com diferentes patologias. Todos os
espéecimes foram submetidos ao exame de PCR, onde obtiveram os seguintes
resultados: A mucosa normal apresentou ocorréncia de HPV em 10% dos
pacientes, sendo o0s sub-tipos encontrados o 6 e o 16, enquanto que nas
amostras dos pacientes com leséo, este percentual chegou a 55% dos casos,

encontrando-se além destes sub-tipos 0 13 e 0 32.

Mork et al (2001) analisaram através de PCR tecidos fixados em
formol e parafinados provenientes de 160 pacientes com cancer de boca e
detectaram a presenca de HPV oncogénico sub-tipo 16 em 14% das amostras.
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Kojima et al (2002) estudaram os blocos de parafina de 53 pacientes
portadores de CEC bucall e estes apresentaram uma prevaléncia de HPV sub-

tipo 38 em 66% dos casos.

Kansky et al (2003) testaram a presenca do HPV através do método
de PCR em 62 pacientes portadores de CEC bucal, encontrando HPV em 8,4%
dos casos e utilizaram como grupo controle 62 pacientes sem evidéncias
clinicas de lesdo na mucosa bucal, que tiveram seu material colhido através de
raspagem. Nesse grupo foi localizada a presenca de HPV em 6,6% dos
pacientes, com predominancia dos sub-tipos 6 e 11.

Herrero et al (2003) através de uma estudo multicéntrico realizado
em 9 paises onde foram analisados 0s espécimes provenientes de 1670
pacientes com cancer ( Sendo 1415 casos de cancer bucal e 255 casos de
cancer da orofaringe ) obtiveram a deteccdo do DNA do HPV em 3,9% dos
casos. Do total de pacientes recrutados, apenas 766 obtiveram resultados

validos de PCR e foram portanto incluidos na analise estatistica.

Zhang et al (2004) pesquisaram através de PCR o0s tecidos
parafinados de 73 pacientes portadores de CEC bucal e detectaram a presenca
do DNA do HPV em 74% dos casos. Avaliaram ainda o tecido adjacente ao

tumor em 40 pacientes encontrando o virus em 55% das amostras.

Correnti et al (2004), pesquisaram o HPV de blocos de parafina de
casos de CEC bucal em 16 pacientes, encontrando o DNA viral em 50% dos

casos.

Ibieta et al (2005) avaliaram amostras de tecido de CEC bucal,
oriundas de blocos de parafina encontrando o DNA viral em 42% dos casos,

com predominancia do sub tipo 16 do HPV (66,6% dos casos).

Koppikar, de Villiers e Mulherkar, pesquisaram em 2005 a presenca
de DNA do virus HPV em 102 amostras de tecido de CEC bucal parafinadas,
localizando o virus em 31% dos casos com maior prevaléncia dos sub-tipos 16 e
18. Utilizaram como grupo controle 102 pacientes do mesmo grupo
epidemiolégico e através de raspagem detectaram o virus em 5% das amostras.




3. METODO
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3.1 Casuistica

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 60 amostras de
tecido fresco, provenientes da margem da lingua, sendo 50 de pacientes com
carcinoma espino-celular (CEC) e 10 de pacientes sem evidéncias clinicas de
doenca denominados de grupo controle. Os pacientes participantes eram do
sexo masculino, acima de 40 anos, da raga branca e fumantes.

3.1.1 Selecao dos pacientes

Os pacientes foram selecionados no Ambulatorio de Estomatologia
da Universidade Federal de Sao Paulo — UNIFESP e no Ambulatério da
Disciplina de Estomatologia da Universidade de Santo Amaro — UNISA. Todos
0s pacientes foram submetidos a exame clinico estomatoldgico, composto por
anamnese, exame fisico extra-bucal e exame clinico intra-bucal, realizados

pelo autor do presente trabalho, para maior coeréncia dos resultados.

3.1.2 Critérios de incluséo

Todos os pacientes selecionados para participar da pesquisa, deveriam
obrigatoriamente tomar ciéncia dos propdsitos do estudo e assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1) apés cuidadosa leitura do mesmao.
O trabalho de coleta do material somente foi iniciado ap6s a aprovacdo pelos
respectivos Comités de Etica em Pesquisa da UNIFESP em 28 de Junho de 2002,
sob o nimero 0498/02 (Anexo 2) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNISA
em 04 de Dezembro de 2002, sob o nimero 45-a/2002 (Anexo 3)

Para poder fazer parte da pesquisa os pacientes tinham de ser do
sexo masculino, raga branca, com idade acima de 40 anos e fumantes.

Estes parametros foram utilizados por serem estatisticamente o
grupo de maior incidéncia dos canceres bucais segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA, 2002). Foram considerados fumantes aqueles pacientes que
declararam fumar ha mais de 10 anos, no minimo um mago (20 cigarros) por
dia, por serem considerados de maior risco para o desenvolvimento de Cancer
Bucal (INCA, 2002).
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Para o grupo denominado CEC era necessaria a presenca de
carcinoma espino-celular, com diagnoéstico histolégico, obtido por bidpsia
incisional em margem da lingua. A regido de margem da lingua foi escolhida por
ser a regido anatébmica de maior prevaléncia do carcinoma espino-celular intra-
bucal e portanto a mais representativa em termos de relagcdo do HPV e cancer.

Os pacientes foram agrupados em uma tabela (Anexo 4) a fim de

gue a analise estatistica dos resultados fosse facilitada.

3.1.3 Critérios de exclusao

Foram definidos como critérios de exclusdo deste estudo, a
presenca de doencas sistémicas que pudessem predispor o paciente ao
aparecimento de neoplasias malignas ou que facilitassem a instalacdo do virus
HPV, como por exemplo, historia de outra neoplasia, transplantes de 6rgéaos,
Aids, imunodeficiéncias, etc.

Também foram excluidos aqueles pacientes que porventura
apresentassem qualquer patologia da cavidade bucal, a exce¢do obviamente
dos pacientes portadores de CEC de margem da lingua. A exclusdo de
pacientes com outras lesdes bucais estd alicercada na possibilidade da

interferéncia do HPV em diversas patologias da boca.

Os pacientes excluidos da pesquisa tiveram seus tratamentos
realizados normalmente nos ambulatérios, e aqueles com doencgas sistémicas
foram encaminhados aos servicos pertinentes da UNIFESP ou UNISA,

conforme o caso.

3.1.4 Rotina de atendimento

Na anamnese foram feitas perguntas sobre o0s antecedentes
familiares, antecedentes pessoais, histéria médica e histéria da moléstia atual.

No exame fisico extra-bucal foi avaliada a face e pescoco dos
pacientes, bem como a palpacdo das cadeias linfonodais sub-mandibulares,
sub-mentonianas, pré e pds auriculares e cervicais.
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No exame intra-bucal, todas as estruturas foram inspecionadas e
palpadas, a saber: labios superior e inferior, mucosa labial, mucosa jugal,
rebordo alveolar, palato duro e mole, dorso, ventre e margens laterais da

lingua e finalmente o assoalho da boca.

A ficha de exame clinico utilizada foi especialmente desenvolvida

para este trabalho (Anexo 5).

3.1.5 Material utilizado para o exame clinico intra-bucal
- Luz Artificial dos refletores odontoldgicos

- Espatula de Madeira

- Gazes

- Espelho Clinico

3.1.6 Pacientes com suspeita clinica de CEC de Lingua

Foram submetidos a bochecho pré-operatério com clorexidina a
0,12% como agente antisséptico durante um minuto, a fim de minimizar-se o

risco de infec¢do pos-operatoria.

A técnica anestésica utilizada foi a troncular visando o nervo lingual
com Lidocaina 2% com vasoconstrictor (1,8 ml), a fim de se conseguir

anestesia na regido da hemi-lingua desejada.

A opcéao pela anestesia troncular em detrimento da local, deveu-se
ao fato de evitar-se o edema provocado pela injecdo do anestésico na area a
ser biopsiada. Foi realizada biopsia incisional da lesdo, associando-se
fragmento de tecido normal circunjacente. Da area da lesdo foi removido
pequeno fragmento de tecido utilizando-se para esse fim um punch namero 5
(diametro aproximado de 5,0mm). O local foi suturado com fio absorvivel

categute 4-0, para evitar-se desta forma a necessidade de remocao da sutura.
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Os pacientes foram orientados quanto a higiene local através de
bochechos com clorexidina a 0,12%, 3 vezes ao dia, de nédo fazerem uso de
alimentacdo quente nas primeiras 24 horas e uso de analgésico (paracetamol)
caso houvesse sintomatologia dolorosa no pés-operatorio. Receberam ainda
copia das orientacdes e do termo de consentimento onde poderiam obter a
qualquer tempo contato com o autor para dirimir ddvidas e sanar quaisquer

intercorréncias.

3.1.7 Pacientes sem evidéncia clinica de lesédo na lingua — Grupo

Controle

Para os pacientes que ndo apresentavam indicios clinicos de leséao,
optou-se pela infiltracdo de pequeno botdo anestésico (Lidocaina a 2% com
vasoconstrictor) na margem da lingua. A remocao de tecido foi realizada com
punch numero 2 (2,00 mm de diametro), que devido as suas diminutas
dimensdes nao foram realizados procedimentos de sutura. As orientacdes pos-

operatorias foram semelhantes para ambos 0s grupos.

3.1.8 Acondicionamento do material

O tecido removido com hipotese diagnodstica de CEC foi dividido em
dois fragmentos, sendo um acondicionado em formol a 10% para realizacao de
exame anatomo-patolégico de confirmacdo e o outro num frasco eppendorf
com soro fisiolégico a 0,9% e congelado no Laboratério de Ginecologia
Molecular da UNIFESP a 20°C negativos.

Da mesma forma, aqueles pacientes do Grupo Controle tiveram suas
amostras colocadas em eppendorf com soro fisiolégico a 0,9% e congeladas a
20°C negativos para posterior realizacdo de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR). Os frascos foram numerados de 1 a 50 para o Grupo CEC e

de 51 a 60 para o Grupo Controle.
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3.1.9 Diagnéstico anatomo-patolégico

Nos casos em que o diagnéstico anatomo-patolégico de CEC foi
confirmado, o paciente foi incluido na presente pesquisa e encaminhado
celeremente a Disciplina de Cirurgia de Cabeca e Pescoco da UNIFESP ou
UNISA, conforme a disponibilidade, para tratamento de sua neoplasia.

Para aqueles casos em que o diagnostico anatomo-patolégico foi
diferente de CEC, os pacientes foram tratados de acordo com suas doencas e

evidentemente excluidos do trabalho.

3.2 Extracdo do DNA

Para as 60 amostras colhidas (50 do Grupo CEC e 10 do Grupo
Controle) foi utilizado um protocolo de extracdo de DNA denominado “Fenol-

Cloroférmio”, cuja descricdo da metodologia é a seguinte:

1. Retirada do eppendorf do freezer

2. Descongelamento a temperatura ambiente (Aproximadamente 30 minutos)
3. Retirada do excesso de soro fisiolégico por inversdo do eppendorf

4. Adicéo de 200ul do Tampéao de Digestéo

5. Adicao de 5ul de Proteinase K

6. Colocacao do eppendorf em temperatura entre 37 e 45° - OVERNIGHT
7. Verificacdo da completa digestéo do tecido

8. Adicdo de 200ul de Fenol e adicao de 200ul de Cloroférmio — Agitacéao
9. Centrifugacao por 10 minutos a 13.000 RPM

10. Aspiracao do sobrenadante e passagem para tubo limpo

11. Adicéo de 450ul de Etanol absoluto e 10ul de acetato de sodio 3 molar

para cada 100ul do sobrenadante
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12. Agitacéo do tubo por inversao e congelamento a 20°C negativos OVERNIGHT

para precipitacao
13. Descongelamento a temperatura ambiente
14. Centrifugacgao por 15 minutos a 13.000 RPM
15. Desprezo do sobrenadante e observacéo do “pellet” de DNA
16. Lavagem cuidadosa do pellet com alcool 80 por duas vezes
17. Remocao do alcool através de evaporacao por 5 minutos
18. Suspenséo do DNA em 50ul de agua

19. Armazenamento a 20° C negativos para posterior realizacdo de PCR

3.2.1 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

A reacdo em Cadeia pela Polimerase (Polimerase Chain Reaction —
PCR) € um método extremamente sensivel de deteccdo de DNA pois é capaz
de amplificar centenas de milhares de vezes apenas algumas céopias do DNA
viral presente na amostra. Apos sua amplificacéo foi utilizado um KIT comercial
para deteccdo de HPV denominado BIOPAP KIT (Biotools, Espanha). Este KIT
possui a capacidade de detectar a presenca de HPV e separa-los conforme
seu potencial oncogénico em dois grupos denominados “Oncogénicos e nao-

oncogénicos” (Nomenclatura do fabricante).

Para cada ensaio foram amplificados, além das amostras, um controle

negativo (substituicdo de DNA por agua) e outro marcador de peso molecular.

Metodologia seguida da PCR
1. Descongelamento natural do pellet de DNA por 30 minutos
2. Descongelamento natural dos reagentes do KIT por 30 minutos

3. Colocacao de 4,5ul de MgCl, + 112,5ul de HPV mixture + 3ul de

polimerase
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4. Colocacdo em cada eppendorf de 20ul da mistura + 2ul do pellet

de DNA + 3ul de agua de milliqui
5. No eppendorf controle substituicdo do pellet por 2ul de 4gua de
milliqui
6. Colocacao dos eppendorfs na cicladora apds sua programacao.
7. Amplificacdo 94° por 5 minutos (desnaturacao inicial)

8. 35 ciclos a 94° por 30 segundos (desnaturacdo); 55° por 1

minuto (anelamento); 72° por 1 minuto (extensao).
9. Extensao final a 72° por 10 minutos

10. Colocacédo de Agarose + Tampao Eletrolilico + Brometo de etilio

na cuba de eletroforese
11. Adicéo de 1ul de Azul de bromofenol com glicerol em cada eppendorf
12. Colocacéao de 15ul em cada orificio da cuba
13. Acionamento da cuba de eletroforese a 125 volts por 15 minutos

14. Leitura do resultado sobre negatoscépio UV

3.2.2 Interpretacao dos resultados

Através da leitura das bandas iluminadas pelo negatoscopio ultra-
violeta, foi possivel determinar a presenca ou auséncia de DNA do virus HPV
nas amostras. Nos casos em que houve positivacdo da reacdo, gracas a
diferenca do numero de pares de bases entre o grupo “oncogénico” (250pb) e
“ndo-oncogénico” (450pb) foi possivel ainda classificar as amostras num
desses dois grupos. A figura 2 demonstra o resultado de um exame de PCR
com a positivacédo de banda para HPV nao-oncogénico na coluna 3 (450 pb), e
de uma amostra positiva para HPV oncogénico na coluna 2 (250 pb).
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450 pb
250 pb

1 = Amostra negativa

2 = Amostra positiva para HPV oncogénico

3 = Amostra positiva para HPV nao oncogénico
M = Marcador de peso molecular

Figura 2 - Resultado de PCR analisado através do negatoscoOpio ultra-violeta
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3.2.3 Analise estatistica

Para avaliar se a presenca de HPV estava associada ao cancer de
boca, utilizou-se o teste exato de Fisher. Para quantificar essa associacéo,
guando possivel, foi estimada a odds ratio, isto é, a “chance” de um paciente
com HPV ter cancer de boca quando comparado a um paciente sem HPV,
utiizando um modelo de regressado logistica univariado. A variavel resposta
nesse modelo foi a presenca de cancer (sim ou ndo) e a variavel explicativa foi

a presenca de HPV (sim ou n&o).

Para avaliar se a amostra de pacientes com cancer de boca era
semelhante a amostra de pacientes sem cancer de boca quanto a idade,

utilizou-se o teste t-Student.




4. RESULTADOS
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Das 50 amostras oriundas de carcinoma espino-celular de margem
da lingua, analisadas pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), 37
(74%) apresentaram-se positivas para 0s sub-tipos do papilomavirus
denominados “oncogénicos”. Nenhuma amostra (0%) foi positiva
exclusivamente para o0s sub-tipos “n&o-oncogénicos” (Figura 4). Das 10
amostras de tecido normal do denominado “grupo controle” analisadas pelo
mesmo método para deteccdo do DNA do Papilomavirus humano, apenas 1
(10%) foi positiva para os sub-tipos denominados “ndo-oncogénico” e nenhuma
amostra (0%) foi positiva para os sub-tipos “oncogénicos” (Figura 5).

4.1 Resultados

A tabela 1 apresenta algumas medidas descritivas para a idade dos
pacientes com e sem cancer de boca. N&ao foi observada nenhuma diferenca

significante entre as médias da idade nos dois grupos (p = 0,14).

Tabela 1 — Medidas descritivas para a idade dos pacientes com e sem cancer

de boca (em anos)

Grupo CEC Grupo Normal
Média 59,8 55,0
Desvio padrao 9,7 6,6
Minimo 42,0 43,0
Mediana 58,0 55,5
Méaximo 81,0 67,0
No. De pacientes 50 10

p = 0,14 — Teste t-Student
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Tabela 2 — NUmero e porcentagem de pacientes segundo a presenca de HPV

e cancer de boca

HPV
Sim nao
sim 37 (74%) 13 (26%) 50
CEC
nao 1 (10%) 9 (90%) 10
38 (63,3%) 22 (36,7%) 60

p < 0,01 — Teste exato de Fisher

A prevaléncia de HPV nao foi a mesma nos dois grupos (p < 0,01).

Segundo o modelo de regresséo logistica, pacientes com HPV oncogénicos

tém 25,6 vezes mais chance (IC [95%] = 3,0 — 222,2) de ter cancer de lingua

do que pacientes sem HPV.
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Figura 3 — Prevaléncia do Papilomavirus na Cavidade Oral.
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Tabela 3 — NUmero e porcentagem de pacientes segundo a presenca de HPV

oncogénicos e cancer de lingua

HPV
Sim nao
sim 37 (74%) 13 (26%) 50
CEC
nao 0 (0%) 10 (100%) 10
37 (61,7%) 23 (38,3%) 60

A prevaléncia de HPV néo foi a mesma nos dois grupos (p < 0,01). Neste

caso, como nenhum paciente sem cancer de lingua apresentou HPV

oncogénico, ndo foi possivel obter estimativas do modelo de regresséo logistica

para a odds ratio.

100+

74%

0,%

L

@ Sub-Tipos Oncogénicos O Sub-Tipos Nao-oncogénicos

Figura 4 — Prevaléncia do Papilomavirus no Grupo CEC.
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Figura 5 — Prevaléncia do Papilomavirus no Grupo Normal.
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Este trabalho tem por objetivo avaliar a prevaléncia dos HPVs no CEC
da lingua, buscando-se relacionar seus sub-tipos (oncogénicos ou ndo) e sua
ocorréncia nos tumores malignos epiteliais da margem da lingua, bem como nos
pacientes sem evidéncias clinicas de lesdo. A selecéo rigorosa do grupo avaliado
(homens, brancos, acima de 40 anos de idade e fumantes) teve por objetivo
buscar resultados mais fidedignos com relacao a prevaléncia de cancer da lingua.
Optou-se ainda pelo método mais sensivel capaz de detectar o genoma do HPV
que € a Reacdo em Cadeia pela Polimerase. Nesse sentido todas as amostras
foram colhidas e imediatamente congeladas a fim de se garantir a integridade do

material genético. Discutiremos a seguir os dados obtidos.

O primeiro dado que se pode observar refere-se ao fato de que, do
total de 50 amostras de carcinoma espino-celular biopsiadas na margem da
lingua, 74% foram positivas para os sub-tipos de HPV denominados oncogénicos,
resultados estes que sdo semelhantes aos trabalhos levados a efeito por Woods
et al (1993) com HPV em 78%; Nielsen et al (1996) com 72,5%; Cao et al (2000)
com 72,5%; Bouda et al (2000) com 91% e Balaran et al (1995) com 74%.

Esses resultados sugerem, que o HPV apresenta potencial
oncogénico na cavidade bucal a ser considerado.

Por outro lado, os resultados obtidos s@o conflitantes com diversos
autores como Chang et al (1990) que obtiveram o HPV em 27,5% das
amostras de CEC bucal analisadas; Kansky et al (2003) com 8,4%; Koppikar
et al (2005) com 31%,; Sand et al (2000) com 12,5% e principalmente com
Herrero et al (2003).

Credita-se essa discrepancia entre os resultados ao fato de que na
maior parte dos casos onde a prevaléncia do HPV foi pequena houve a
amplificacdo do DNA viral a partir de blocos de parafina, enquanto naqueles
trabalhos onde a sua prevaléncia foi maior, assim como em nossos resultados,
o DNA foi amplificado a partir de tecido fresco (congelado imediatamente apds
a biépsia). O material antes de ser colocado em bloco de parafina normalmente
é fixado em formol a 10%. Os processos de formolizacdo, parafinizacdo e
posterior desparafinizacdo sdo capazes de degradar o DNA viral tornando sua
deteccdo impossivel ou dificultada.
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A reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), é uma técnica confiavel
para a deteccdo do DNA do papilomavirus. Nesse sentido, Shroyer et al
(1993), ja utilizavam o PCR, para a evidéncia do DNA viral.

O diagndéstico histologico do CEC, através da bidpsia e utilizado
nesta pesquisa apresenta uma seguranca de 100%, desde que todos as

condi¢cOes para esse fim sejam cumpridas.

Das 10 amostras componentes do gréfico 3, relativo ao Grupo Controle
e que apresentavam mucosa clinicamente normal, apenas um, correspondente a
10% do total, foi positiva para o sub-tipo “ndo oncogénico”, e nenhuma amostra foi
positiva para os sub-tipos oncogénicos. Nesse sentido, nossa pesquisa coincide
com muitos dos trabalhos constantes do quadro 1, como Cao et al (2000) com
0%; Summersgill et al (2000) com 11,1%; Sand et al (2000) com 0%. Chang et al
(1990), analisando 40 amostras de tecido normal, ndo encontraram evidéncias do

HPV. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Nielsen et al (1996).

Os dados obtidos, a principio, permitem concluir que a presenca do
HPV, em tecidos clinicamente normais € rara e quando este ocorre,

normalmente sdo de sub-tipos ndo oncogénicos.

Considerando que em nossa amostra, 74% dos pacientes portadores
de CEC de lingua possuiam HPVs oncogénicos, podemos concluir que a
presenca destes virus sdo fatores que podem contribuir para o
desenvolvimento do cancer. Nesse sentido a abordagem clinica dos pacientes
portadores de HPV na cavidade bucal deve ser reavaliada. Pacientes que
possuam lesdes cancerizaveis como por exemplo, a leucoplasia e HPV em
suas cavidades bucais devem ter seus tratamentos planejados de forma a se

tentar eliminar estas lesdes.

Como a transmissdo do HPV para a cavidade bucal ocorre
principalmente por via sexual, mas pode também ocorrer através de fomites,
sua prevencao torna-se muito dificultada. O desenvolvimento de vacinas que
prometem combater em até 70% a infeccdo pelo HPV parece ser, neste

momento, a Unica esperanca de prevencao.
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Como amplamente discutido na literatura, a diminuicdo da
prevaléncia do cancer bucal depende de campanhas preventivas e
esclarecimento sobre os fatores desencadeantes dessa patologia. Um grande
progresso poderia ser feito caso a populacdo considerada de risco fosse
educada e esclarecida no sentido de procurar o Médico ou o Cirurgido
Dentista, em intervalos frequentes e que fossem incentivados a realizar o auto-
exame da cavidade bucal. Formacédo académica adequada sobre oncologia aos
alunos de Medicina e Odontologia, tratamento das lesbes cancerizaveis,
eliminag&o do fumo e do alcool, remocéo de fatores irritantes da cavidade bucal,
prevencdo e deteccdo precoce da presenca do papilomavirus humano,

constituem condi¢des importantes para a prevencgao e controle do cancer bucal.




6. CONCLUSOES
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O estudo de amostras frescas de carcinoma espino-celular de lingua

realizado através da reacdo em cadeia pela polimerase para deteccdo do

genoma do papilomavirus humano nos permite concluir que:

1.

O papilomavirus humano est4 presente no carcinoma espino-celular
(CEC) da margem da lingua num percentual de 74%, quando comparado
com o grupo controle que apresentou prevaléncia de apenas 10%, sendo
gue nos pacientes em cujas amostras de tecido foi detectada a presenca
do HPV, em todos o0s casos, 0s sub-tipos encontrados foram os

“oncogénicos”.

Os pacientes portadores de HPV em seus sub-tipos oncogénicos na
cavidade bucal possuem 25,6 vezes mais chances de desenvolver um

carcinoma espino-celular de lingua.

A deteccédo do Papilomavirus Humano particularmente de seus sub-tipos
“oncogénicos” em pacientes portadores de outros fatores de risco, pode
contribuir para a prevencdo do cancer bucal, jA que alguns desses
fatores podem ser eliminados e outros devem ser acompanhados de

forma sistematica.
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Anexo 1 — Termo de Consentimento de livre e esclarecimento

UNIFESP —-EPM / UNISA
SETOR DE ESTOMATOLOGIA / DISCIPLINAS DE OTORRINOLARINGOLOGIA E
DERMATOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA:
Estudo comparativo da prevaléncia do papilomavirus humano -HPV na mucosa normal e

carcinoma espino-celular da cavidade oral

O HPV (papilomavirus) é um virus que possui mais de 100 sub-tipos diferentes e
gue pode provocar inUmeras doencas, como por exemplo: As verrugas vulgares e o
condiloma (“crista de galo”) e sabidamente € um dos fatores importantes para o
aparecimento do cancer de colo de Utero nas mulheres.

O objetivo deste trabalho é determinar se existe relacdo entre este virus e o
cancer de boca, contribuindo desta forma para que no futuro, o diagnéstico desta doenca
possa ser feito 0 mais precocemente possivel, o que sem dlvida levara a cura de mais
pessoas.

Para que o Sr. possa participar desta pesquisa, iremos extrair uma pequena
amostras da mucosa que recobre a margem de sua lingua (para pacientes sem lesao
oral), ou da area da lesdo de boca. Para os pacientes portadores de lesédo, o fragmento
retirado sera dividido para ser utilizado tanto para o exame anatomo-patolégico, quanto
para a pesquisa. Para retirar as amostras de tecido, iremos anestesiar a regido pelo
mesmo método usado nos tratamentos dentarios e apds a remocéo do fragmento iremos
guando necessario dar um ponto com fio de sutura que ndo requer sua remogao
posterior.

O procedimento de remoc&o do fragmento ndo apresenta qualquer risco para a
saude. Se vocé tiver qualguer problema ou duvida durante a sua participacdo na
pesquisa poderd comunicar-se pelos telefones (011) 5576-4395 /9169-6906 ou vir neste
ambulatério as 6% das 8:00 as 12:00 h e procurar o Dr. Carlos Eduardo Xavier dos
Santos Ribeiro da Silva.

A participacdo na pesquisa ndo é obrigatéria e a sua recusa ndo implicara em
nenhum prejuizo no seu tratamento de rotina. As consultas serdo gratuitas e ndo havera

compensagdo em dinheiro pela sua participagéo.
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Com os dados obtidos nessa pesquisa, vocé estara ajudando imensamente outras
pessoas, na medida em que, poderemos compreender melhor como essa doenga
aparece e como poderemos trata-la de forma melhor e talvez até definitiva.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o Estudo comparativo da prevaléncia do papilomavirus

humano -HPV na mucosa normal e carcinoma espino-celular da cavidade oral.

Eu, discuti com o Dr.

Carlos Eduardo Xavier dos Santos Ribeiro da Silva sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessério. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no

meu atendimento neste Servigo.

Data / /

Assinatura do Paciente

Data / /

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Data / /

Carlos Eduardo X. S. Ribeiro da Silva
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Anexo 2 — Carta de aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa (UNIFESP)

UNIFES

Universidade Federal de Sao Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Universidade Federal de Sio Paula/Hospital S&o Paulo

Sé&o Paulo, 28 de junho de 2002
CEP N° 0498/02

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a): CARLOS EDUARDO XAVIER DOS SANTOS RIBEIRO DA SILVA
Disciplina/Departamento: Otorrinolaringologia Pediatrica/Otorrinolaringologia
Ref.: Projeto de Pesquisa

Estudo comparativo da prevaléncia do papilomavirus humano (HPV) na mucosa
normal, leucoplasia e carcinoma espino-celular da cavidade oral

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S&o
Paulo ANALISOU e APROVOU o projeto acima.

Conforme resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde sao deveres do
pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento.
Nestas circunstancias a incluséo de pacientes deve ser temporariamente
interrompida até a resposta do Comité, apos analise das mudangas propostas.
2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido
durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em
local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgéos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em 25/12/02

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S&o Paulo

Rua Botucatu, 572 - 10 andar - CEP 04023-062 - Sao Paulo/Brasil
Tel.: (11) 5571.1062 Tel/Fax 5539.7162
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Anexo 3 — Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (UNISA)

UNIVERSIDADE DE SANTO AMARO
Comité de Etica em Pesquisas
Registro CONEP »n* 306

Aprovado em 16/05/2000

MINISTERIO DA SAUDE
Comselho Nacional de Saude
Comissao Naciomal de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 45-a/2002

REGISTRO CEP UNISA N° 67/2002 — Apresentado em 28/08/2002

Projeto de Pesquisa : “Estudo comparativo da prevaléncia do Papilomavirus humano(HPV) na
mucosa normal, leucoplasia e carcinoma espino-celular da cavidade oral”.

Pesquisador Responsivel : Prof. Carlos Eduardo Xavier dos Santos Ribeiro da Silva
Instituicdo: Universidade de Santo Amaro — UNISA — SP — Faculdade de Odontologia

Area Tematica : Odontologia

Prezado Pesquisador:
Ao se proceder a analise do processo em questdo, cabe a seguinte consideragio:

As informagGes apresentadas atendem aos aspectos fundamentais das Resolugtes CNS 196/96,
251/97 e 292/99, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas — CEP UNISA, de acordo com as
atribuigdes da Resolugdo 196/96, e apos apresentada a justificativa por parte do investigador
principal para “A biopsia do grupo de controle sera realizada em mucosa lingual sem evidéncias
histologicas visiveis através do exame clinico”, manifesta-se pela aprova¢ao do projeto de
pesquisa proposto a ser realizado em parceria com a UNIFESP - Universidade Federal de Sio
Paulo.

Situagio: Aprovado em 04/12/2002

Sdo Paulo, 04 de Dezembro de 2002

VE /J/il—l\%
PROF. DR. LIBERATO JOHN ALPHONSE DI DIO

Presidente do Comité de Etica em Pesquisas
UNISA - Universidade de Santo Amaro
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Anexo 4 — Tabela de Pacientes

Controle
1
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Paciente
AAS
JPM
MQS
AAS
CAS
RFC
ASS
AJS
GASN
HLY
JRS
TF
RL
QOL
MC
JCS
MFS
PFG
JGG
EVN
ACR
PAM
HA
RAC
PLAM
AFT
AJS
PB
DMC
SSN
POD
AAMP
HCB
PLMB
TRI
BPS
PMN
FRG
MCL
oV
WAJ
DAD
SB
MHCF
MMS
PJB
RGTS
HR
UGR
ABS
VRL
JO
SS
GS
JFJ
CAL
FT
PHOS
JCCM
RUT

Idade
47
61
53
55
63
55
58
49
42
56
78
54
58
74
50
53
72
80
58
64
44
51
66
63
59
49
81
77
59
68
73
77
54
58
49
51
69
68
55
49
56
62
67
56
58
50
61
66
53
60
55
48
51
67
54
56
59
43
59
58

Grupo
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
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CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
CEC
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CEC
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CEC
CEC
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NORMAL
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NORMAL
NORMAL
NORMAL
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HPV "baixo risco"
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Anexo 5 — FICHA CLINICA (PROTOCOLO HPV / CANCER BUCAL)

AMBULATORIO DE ESTOMATOLOGIA — UNIFESP/UNISA

NOME:

NASC. / / SEXO: RACA:
ENDERECO: N° COMPL
CEP: - FONE: CELULAR:

FUMANTE Sim [J N&o [J Tempo de uso

Quantidade diaria Marca comercial

ETILISTA Sim [ N&o [J Tempo de uso

Quantidade diaria Tipo de bebida

HISTORIA MEDICA

HISTORIA ESTOMATOLOGICA

ANTECEDENTES FAMILIARES

DESCRICAO DA LESAO

ENCAMINHADO AP / / RESULTADO AP

CONTROLE N° RESULTADO PCR

ENCAMINHADO PARA:




Abstract

The oncogenic human papillomavirus (HPVs) are important agents in the genesis
of gynecological cancer and have been also related to mouth cancer. Aiming to
assess the relation between HPV and squamous cell carcinoma (SCC) of the
tongue, 50 white male smokers with a histological diagnosis of SCC and a
control group composed of 10 subjects with no clinical evidence of lesions in the
tongue were selected. Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect the
presence of the HPV genome in fresh tissue samples from SCC in the edge of
the mouth. Thirty-seven patients (74%) had a positive PCR for oncogenic
papillomavirus, and in the control group only one sample (10%) was positive for
non-oncogenic papillomavirus. Based on the statistical analysis, we concluded
patients with oncogenic papillomavirus in the oral cavity are 25.6-fold more likely
to develop SCC of the tongue and must be systematically followed-up by clinical
and complementary tests.
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