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RESUMO:

O céancer oral é um dos dez tumores malignos mais freglentes,
correspondendo a 6,5% dos casos de cancer no mundo. Noventa e cinco por
cento dos casos de cancer oral € representado pelo carcinoma de células
escamosas (CCEO), que vem apresentando nas ultimas décadas aumento
significativo em sua incidéncia. Na grande maioria dos canceres humanos
observa-se que a perda do controle do ciclo celular é essencial para que haja
transformacdo maligna, ocorrendo mutacdes, delecbes e/ou alteracbes na
expressao em pelo menos um dos quatro reguladores chaves do ciclo celular:
p16™K*2 ciclina D, CDK4 e Rb. A proteina p16™<*® exerce sua acéo no ciclo
celular como proteina inibitéria ao se ligar as proteinas das familias CDK4 e
CDK®6 (quinases dependentes de ciclina), impedindo a associacdo destas com
a ciclina D1. As chances de desenvolver cancer aumentam com a exposicao a
agentes quimicos, fisicos e bioldégicos que provocam mutacdes e alteracdes
epigenéticas no DNA. Os fatores biologicos incluem alguns fungos e virus.
Entre estes virus, o papiloma virus humano (HPV) tem sido detectado com
frequéncia crescente no epitélio oral, displasico e carcinomatoso, em

comparacdo com a mucosa oral normal. Alteragdes na expresséo da proteina



eNK4% asta descrita em muitos canceres, incluindo os de

do ciclo celular pl
cabeca e pescoc¢o. Nos ultimos anos, o gene FHIT tem sido muito estudado
como um importante gene supressor tumoral, envolvido com o crescimento,
proliferacdo celular e apoptose. Este gene foi identificado na regido fragil
comum indutivel FRA3B no cromossomo 3pl4.2 e parece ser inativado por
delecdes nas linhagens celulares derivadas do cancer, sendo associado a
progressdo tumoral e ao pior prognostico da doenca. O papiloma da cavidade
oral € uma neoplasia epitelial benigna. Sua etiologia esta associada ao HPV
nao oncogénico, particularmente tipos 6 e 11, embora subtipos oncogénicos, tal
como o HPV-16, também possam estar a ela relacionados. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a expressdo das proteinas p16™<** e FHIT em
lesbes neoplasicas malignas e benignas da cavidade oral. Para tanto, se
analisou através da técnica de imunohistoquimica, bidpsias de mucosa oral
normal, papiloma e CCEO, visando contribuir para melhor compreensao do
papel destas proteinas nestas lesdes, para que possam vir a ser utilizadas

como marcadores moleculares que auxiliem no diagndstico desses tipos de

tumores.
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l. INTRODUCAO

O céancer oral € um dos dez tumores malignos mais fregluentes,
correspondendo a 6,5% dos casos de cancer no mundo (HAFKAMP et al.,
2003; PARADISO et al., 2004). Noventa e cinco por cento dos casos de cancer
oral é representado pelo carcinoma de células escamosas (CCEOQO), que vem
apresentando nas Uultimas décadas aumento significativo em sua incidéncia,
chegando a ser considerada uma das mais altas do mundo (DEDIVITIS, 2004;
CARVALHO, 2003; NEVILLE et al.,, 2004). No Brasil, o cancer de boca
representa cerca de 3% dos casos de neoplasias malignas, sendo o quinto e o
sétimo tipo de cancer mais comum, em homens e mulheres respectivamente

(MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Estudos epidemioldgicos relatam que a incidéncia do cancer de boca
varia de acordo com a idade, sexo, ocupacao, raca e localizacdo anatdomica. As
faixas etarias mais atingidas pela doenca sdo aquelas acima dos 50 anos,
sendo 0 sexo masculino 0 mais atingido. A propor¢ao de casos entre homens e
mulheres é de 3:1, no entanto, a literatura relata que essa propor¢cao entre 0s
sexos devera diminuir consideravelmente com o passar do tempo, devido ao
fato das mulheres terem modificado seus habitos e costumes, principalmente
com relacdo ao uso do fumo e alcool, principais fatores de risco para o
desenvolvimento desta forma de cancer. Em relacdo a exposicdo ocupacional,
atividades que envolvem oportunidades de consumo de alcool, como garcons e
empregados de cervejarias, tém sido associados a um maior risco de
desenvolver esta neoplasia (BLOT et al.,, 1996). Exposicbes a radiacao solar

em atividades ocupacionais de pesca e agricultura, principalmente em pessoas



de pele clara, tém sido relacionadas particularmente ao cancer de labio
(JITOMIRSKI, 2000). No que concerne a raga os individuos brancos sdo os
mais afetados, representando cerca de noventa e dois por cento dos casos de
cancer de boca. Quanto a localizagdo anatémica o labio inferior, a borda lateral
da lingua e assoalho bucal sdo os sitios mais freqientemente acometidos
(TAVARES & NOMA, 1997; TOMMASI, 2002; ELIAS et al, 2002; NEVILLE,

2004).

Para que ocorra neoplasia maligna é necessario que aconteca uma serie
de eventos acumulados durante anos, resultantes do desequilibrio entre a
proliferacdo celular (ciclo celular) e morte celular programada (apoptose). Estes
eventos sdo regulados por mdultiplos genes, que, quando sofrem mutacdes
podem ter seus produtos expressos de forma alterada, iniciando a formacédo do
tumor. Na grande maioria dos canceres humanos observa-se que a perda do
controle do ciclo celular é essencial para que haja transformacdo maligna,
ocorrendo mutacdes, delecbes e/ou alteracdes na expressdo em pelo menos
um dos quatro reguladores chaves do ciclo celular: p16™“*?, ciclina D, CDK4 e

Rb. A proteina p16™ 42

exerce sua acao no ciclo celular como proteina inibitéria
ao se ligar as proteinas das familias CDK4 e CDK®6 (quinases dependentes de
ciclina), impedindo a associacdo destas com a ciclina D1. A inibicdo do
complexo ciclina D1/CDK4/6 impede a fosforilacdo da pRb, interrompendo
desta forma o ciclo celular (HUNTER, 1997; CONTRAN et al, 2005).

As chances de desenvolver cancer aumentam com a exposicdo a
agentes quimicos, fisicos e bioldégicos que provocam mutacdes e alteracdes

epigenéticas no DNA. Entre os agentes quimicos envolvidos no carcinoma oral,

0 uso do tabaco em todas as suas formas é o fator de risco principal para o



desenvolvimento desta neoplasia, particularmente quando associado ao alcool.
Entre os agentes fisicos, estdo a exposicdo aos raios ultra-violetas e raios X.
Os fatores biologicos incluem alguns fungos e virus. Entre estes virus, o
papiloma virus humano (HPV) tem sido detectado com frequéncia crescente no
epitélio oral, displésico e carcinomatoso, em comparacdo com a mucosa oral
normal (FRANCESCHI, 2000; MILLER, 2001; KANSKY, 2003; VIDAL, 2004).

AlteracBes na expressdo da proteina do ciclo celular p16™¢*? esta
descrita em muitos canceres, incluindo melanoma, gliomas, retinoblastoma,
osteossarcoma, cancer da mama, pulmao, prostata e carcinoma do colo uterino
(KLAES, 2002). A superexpressdo da p16™“*® em lesdes malignas da cérvice
uterina estdo associados com HPV de alto risco, que através da inativacdo da
pRb promovem a superexpressdo da p16™<** (QUEIROZ et al, 20086).

Nos ultimos anos, o gene FHIT tem sido muito estudado como um
importante gene supressor tumoral, envolvido com o crescimento, proliferagdo
celular e apoptose. Este gene foi identificado na regido fragil comum indutivel
FRA3B no cromossomo 3pl4.2 e parece ser inativado por delecdes nas
linhagens celulares derivadas do cancer, sendo associado a progressao
tumoral e ao pior prognéstico da doenca. O gene FHIT codifica uma pequena
proteina citoplasmatica que tem uma atividade de adenosina trifosfato
hidrolase. Diversos trabalhos na literatura tém demonstrado que a proteina
FHIT, estd ausente ou reduzida nos carcinomas cervicais, de pulmdo, mama,
estbmago, esdfago e rim, o que € compativel com sua funcdo supressora de
tumores (OHTA et al, 1996; HAYASHI et al, 1997; SOZZI et al, 1997; KIM et al,

2004; D'AGOSTINI et al, 2006).



AlteracBes na expressdo deste gene também tém sido estudadas em
linhagens celulares derivadas de canceres da cabeca e pescoco, incluindo o
carcinoma escamocelular da cavidade oral (MAO et al, 1996; VIRGILIO et al,
1996). Entre as diversas alteragbes genéticas encontradas nas lesGes de
carcinomas escamocelulares orais, observa-se a perda de heterozigose do
cromossomo 3, onde se localiza o gene FHIT (MAESTRO et al, 1993; AH-SEE
et al, 1994), e auséncia ou baixa expressao dessa proteina nestas lesdes
(KISIELEWSKI et al, 1998; VAN HEERDEN et al, 1999; GUERIN et al, 2006).
Estudos recentes tém sugerido que a diminuicdo na expressdo da FHIT
correlaciona-se com 0 uso excessivo de cigarros e/ou alcool em tumores de
esbfago (MORI et al, 2000) e de pulméo (SOZZI et al, 1997; KIM et al, 2004;
D'AGOSTINI et al, 2006).

O papiloma da cavidade oral é uma neoplasia epitelial benigna. Sua
etiologia est4 associada ao HPV n&o oncogénico, particularmente tipos 6 e 11,
embora subtipos oncogénicos, tal como o HPV-16, também possam estar a ela
relacionados (BORAKS, 1996; CONTRAN et al, 2005). Sao tumores benignos,
gue ocorrem principalmente entre os 30 e 50 anos. Usualmente, afeta o palato
mole, a lingua, o freio da lingua e o labio inferior, exibindo uma doenca
proliferativa, parece nao ter relacdo com o cancer (PIGNATARI et al, 1995).
Clinicamente manifesta-se como uma lesdo nodular globosa, Unica ou mdltipla,
filiforme, pediculada, de coloracdo avermelhada ou esbranquicada, superficie
opaca e textura aspera, com pequena dimensao (BORAKS, 1996).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a expressdo das proteinas
p16™ e e FHIT em lesdes neoplasicas malignas e benignas da cavidade oral.

Para tanto, se analisou através da técnica de imunohistoquimica, biopsias de



mucosa oral normal, papiloma e CCEO, visando contribuir para melhor
compreensao do papel destas proteinas nestas lesdes, para que possam vir a
ser utilizadas como marcadores moleculares que auxiliem no diagnostico

desses tipos de tumores.

ll. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O ciclo celular

O ciclo celular compreende uma sequéncia de processos nucleares e
citoplasmaticos perfeitamente coordenados, sendo a maneira fundamental pela
gual todos os seres vivos sdo reproduzidos. As células eucarioticas realizam o
seu ciclo de divisdo duplicando seu contetdo e dividindo-se em duas células
idénticas. Durante esse processo 0 material genético precisa ser fielmente
replicado e segregado em duas células. O ciclo celular é composto de 4
estagios: G1, S, G2 e M. Para que cada fase aconteca de forma organizada, o0s
eventos sao controlados separadamente e regulados por diversos “pontos de
checagem?”, ndo avangando no ciclo se a fase anterior ndo estiver completa. Na
fase G1 (gap 1) h4 um aumento de tamanho celular e a célula se prepara para
a replicacdo do material genético. Apos essa fase, ha uma primeira parada do
ciclo (checkpoint R), quando é verificada a integridade genémica. Durante este
evento qualquer anormalidade da informagdo genética que seja detectada,
interrompe a progressao do ciclo até que o reparo seja realizado. A replicacgéo,
propriamente dita, ocorre na fase S (sintese) e permite que a célula duplique

precisamente seus cromossomos. Apos a replicacdo cromossdmica inicia-se a

fase G2 (gap2), durante a qual a célula se prepara para a fase M (mitose),



guando a célula-mae, aumentada, finalmente divide-se, para produzir duas
células-filhas, com igual numero de cromossomos (KASTAN, 1997; ALBERTS

et al, 2002) (Figura 1).
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Figura 1: Fases do ciclo celular (DIAS, 2005).

Para que o processo de divisdo ocorra, alguns eventos sequenciados
necessitam ocorrer. O primeiro passo € a ligacdo de um fator de crescimento a
um receptor especifico na membrana plasmatica que, através de seus
dominios internos, ativa proteinas transdutoras de sinais presentes no
citoplasma. A transmisséo de sinais pelas proteinas transdutoras até o nucleo
ativam proteinas regulatorias nucleares, dando inicio a progressao do ciclo
celular. Sdo conhecidas aproximadamente 50 proteinas que atuam como

fatores de crescimento, liberadas por varios tipos celulares, de acordo com as



necessidades do organismo. As células que possuem o receptor especifico
para um determinado fator de crescimento serdo iniciadas no ciclo, enquanto
as que ndo expressam este receptor em sua superficie permanecerao inativas

(ALBERTS et al, 2002; CONTRAN et al, 2005; ZAHA et al, 2005).

2.2 Carcinoma Escamocelular Oral

Entre as neoplasias malignas que afetam a cavidade bucal, o carcinoma
escamocelular é responséavel por noventa e cinco por cento do total de casos.
Os outros cinco por cento séo representados por melanomas, sarcomas e
neoplasias das glandulas salivares (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

O carcinoma escamocelular oral, também denominado carcinoma
epiderméide ou carcinoma espinocelular, € uma neoplasia maligna epitelial que
tem a sua origem em células proximas a camada basal que, devido a agentes
etiolégicos diversos, passaram a ter uma capacidade de expansédo anormal e
acabam por substituir o epitélio normal (NAPGAL & DAS, 2003).

Clinicamente, o Carcinoma escamocelular apresenta nas fases
iniciais aspecto variado assemelhando-se a leucoplasia, eritroplasia ou
eritroleucoplasia (SOUSA et al, 2004). Com a evolugéao da doencga, o carcinoma
escamocelular pode tornar-se uma lesdo endofitica ou exofitica, dependendo
do seu padrédo de crescimento, ambas possuindo um carater infiltrativo, que
resulta em uma lesdo mal delimitada, endurecida e de superficie granulosa
(Figura 3) (TOMMASI, 2002). Os sitios mais afetados sdo labio, lingua e
assoalho da boca, podendo também afetar trigono retro-molar, mucosa jugal,

rebordo alveolar e palato duro. Essa patologia pode levar a destruicdo do 0sso
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subjacente levando a uma radiotransparéncia com margens indefinidas. Apesar
dessas lesdes se localizarem em areas de facil acesso ao exame, a maioria

delas possui diagnéstico tardio devido a auséncia de dor (NEVILLE et al, 2004).

Figura 3: Aspecto clinico do Carcinoma escamocelular em lingua. (BORAKS, 1996).

Histopatologicamente, o carcinoma escamocelular é caracterizado por
ilhas e corddes invasivos de células epiteliais malignas que assemelham-se as
células da camada espinhosa. As células neoplasicas apresentam, em geral,
citoplasma abundante com nulcleos grandes e um aumento da relacdo
nucleo/citoplasma. Graus variados de pleomorfismo celular e nuclear séo

também frequentemente observados (Figura 4) (NEVILE et al, 2004).

10



11

Figura 4: Aspecto histologico do Carcinoma escamocelular oral. CONTRAN et al,
2005.

Inidmeros fatores influenciam o prognoéstico da doenca, no entanto, o
estadiamento clinico da lesdo € o melhor indicador de progndstico, sendo
realizado pelo sistema TNM, onde o T significa extensédo da lesdo primaria, N
linfonodos envolvidos e M metastases a distancia. Os varios aspectos de TNM
sdo reunidos, para que se determine o estagio apropriado (I, II, 11l e IV). Quanto
maior a classificacdo do estagio, pior o prognostico, pois significa o
envolvimento de linfonodos e a constatacdo de metastases (NEVILLE et al,

2004, UICC, 2004).

O carcinoma escamocelular oral € muito heterogéneo nos sitios
acometidos, no comportamento biolégico e na resposta ao tratamento. Na
pratica clinica o planejamento do tratamento e o progndstico desta forma de
cancer sdo baseados principalmente na classificacdo TNM, embora existam
evidéncias crescentes que esta forma de classificacdo, apesar de sua grande

importancia no que tange ao planejamento terapéutico, € insuficiente para

predizer o prognéstico dos pacientes (JAYASURYA et al, 2005).
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O tratamento do cancer de boca é preferencialmente cirurgico, podendo
ou néo ser complementado pela radioterapia, dependendo do local e extenséo
do tumor primario e do status dos linfonodos cervicais. Desde que as lesdes
sejam diagnosticadas 0 mais precocemente possivel, o tratamento pode ser
efetuado com maior possibilidade de sucesso, alcancando-se, assim, um

prognéstico favoravel (PARISE JR, 2000; NEVILLE et al, 2004).

No entanto, ainda se observa um numero crescente de pacientes que
chegam aos servicos com a doenca ja em fase avancada; aproximadamente,
60% chegam aos hospitais especializados com o cancer de boca nos estagios
[l e IV, cujo tratamento torna-se mais dificil, causando nos casos de
sobrevivéncia desfiguracéo, disfuncéo e trauma psicologico, interferindo, dessa

forma, na qualidade de vida do individuo (KERDPON & SRIPLUNG, 2001).

2.2.1 Epidemiologia

De acordo com dados da OMS, as neoplasias malignas da boca ocupam a
82 posicdo entre as mais freqiientes no mundo, no entanto a sua incidéncia é
extremamente variavel. Em alguns paises da Asia habitos locais, como mascar
folhas de bétele e tabaco, fazem com que a taxa de incidéncia de cancer de
boca seja muito superior em relacdo a outras areas do mundo. Na india, por
exemplo, a taxa de incidéncia de cancer de boca para cada cem mil habitantes
é de 12,6 - numero superior a média mundial que varia entre 1 & 10 (WORLD
HEALTH REPORT, 2003).

No Brasil, o Instituto Nacional do Céncer (INCA) estimou que no ano de

2006 surgiriam 13.470 novos casos de neoplasias malignas de boca, sendo
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10.060 no sexo masculino e 3.410 no sexo feminino. Esses numeros colocam o
cancer de boca como o quinto tipo de cancer mais frequiente entre os homens e
0 sétimo entre as mulheres (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Nos Estados
Unidos, foram esperados para o ano de 2005, 29.370 novos casos de cancer
de boca, com 19.100 casos entre os homens e 10.270 entre as mulheres
(JEMAL et al, 2005).

A taxa de mortalidade para neoplasias malignas de boca, no periodo de
1979 a 1998 no Brasil, variou de 2,16 para 2,96 a cada 100.000 homens e de
0,48 para 0,70 a cada 100.000 mulheres, representando aumento dessas taxas
em 37% e 46,8%, respectivamente para homens e mulheres. No ano de 2003 o
INCA estimou 3245 ¢bitos por cancer de boca no pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2002). Nos Estados Unidos, foram estimados para o ano de 2005,
5190 mortes devido a neoplasias malignas da boca, sendo 3420 entre o0s
homens e 1770 entre as mulheres (JEMAL et al, 2005).

Com relacdo a sobrevida, os pacientes em geral apresentam uma taxa de
cinco anos isentos de recidiva da doenca em apenas 20 a 30% dos casos,
principalmente para os tumores de lingua e assoalho de boca. Nas lesdes
labiais, a taxa de cinco anos isentos de recidiva € em torno de 90% (CONTRAN

et al, 2005).

Estudos epidemioldgicos relatam que a incidéncia do cancer de boca
varia de acordo com a idade, sexo, raca e localizacdo anatbmica. As faixas
etarias mais atingidas pela doenca sédo aquelas acima dos 50 anos, sendo o
sexo masculino o mais atingido. A propor¢cdo de casos entre homens e
mulheres é de 3:1, no entanto, a literatura relata que essa proporcéo entre 0s

sexos devera diminuir consideravelmente com o passar do tempo, devido ao
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fato das mulheres terem modificado seus habitos e costumes, principalmente
com relagdo ao uso do fumo e alcool, principais fatores de risco para o
desenvolvimento desta forma de cancer (JITOMIRSKI, 2000). No que concerne
a raga os individuos brancos sdo os mais afetados, representando cerca de
noventa e dois por cento dos casos de cancer de boca. Quanto a localizacao
anatdmica o labio inferior, a borda lateral da lingua e assoalho bucal sdo os
sitios mais freqientemente acometidos (TAVARES & NOMA, 1997; ELIAS et

al, 2002; TOMMASI, 2002; NEVILLE, 2004).

2.2.2 Etiologia

A etiologia do Carcinoma escamocelular oral ainda nédo esta
completamente estabelecida. Acredita-se que, assim como nas outras formas
de cancer, exista uma interacdo de diversos fatores etioldgicos, genéticos e
ambientais. Os fatores etiolégicos ambientais subdividem-se em agentes
guimicos, fisicos e bioldgicos (NEVILLE, 2004; SOUSA et al, 2004).

De acordo com TODD et al, (1997), as alteracbes cromossémicas mais
frequentemente relacionadas ao carcinoma oral de células escamosas séo
encontradas nos cromossomos 1, 3, 9, 11, 13, 14, 15 e 18. CALIFANO, et al
(1996) propuseram a perda do braco curto do cromossomo 9, no epitélio
caracterizado morfologicamente como hiperplasico, como um evento inicial da
carcinogénese. Os mesmos autores relacionaram a perda do brago curto dos
cromossomos 3 e 17 com a transi¢cao do epitélio hiperplasico para displasico.
Perdas adicionais dos bracos longos dos cromossomos 11, 13 e 14 foram
detectadas no carcinoma in situ, enquanto a perda do braco curto do

cromossomo 6, de todo o cromossomo 8 e do brago longo do cromossomo 4
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promoveria a invasao da lesdo maligna nos tecidos. Ainda ndo se conhece o
exato significado dessas alteracbes na carcinogénese bucal, entretanto
acredita-se que levariam a mutacdes de genes responsaveis pela proliferacéo,
crescimento e morte das células.

Em relacdo aos fatores ambientais, entre os agentes quimicos, o tabaco
destaca-se como um dos principais fatores etiolégicos, devido ao fato de
possuir entre as 2500 diferentes substancias presentes em sua composicao,
300 substancias consideradas carcinégenos. Entre as quais se destacam as
nitrosaminas especificas do tabaco e os hidrocarbonetos policiclicos. Essas
substancias quando metabolizadas dao origem a compostos hidrofilicos
reativos capazes de produzirem danos ao DNA das células (JOHNSON, 2001,
DAS & NAGPAL, 2002; KUPER et al, 2002).

A freqliente ingestao de bebidas alcodlicas também é um fator etiolégico
importante, no entanto ndo existe um consenso sobre sua acgdo. Acredita-se
gue o alcool leve a deficiéncias nutricionais e imunolédgicas que permitam que o
organismo seja mais suscetivel a acao de carcindgenos, assim como aumente
a permeabilidade das células aos carcin6genos presentes, principalmente, no
tabaco (DAS & NAGPAL, 2002). Alguns estudos mostraram que o etanol é
transformado em acetaldeido por bactérias da flora bucal e essa substancia é
capaz de produzir danos ao DNA das células (HOMANN et al, 1997).

O sinergismo entre tabaco e alcool aumenta em muito o risco de
desenvolver uma neoplasia maligna da boca. Alguns estudos mostram que a
associacdo entre essas duas substancias aumenta em 50 vezes a chance de
desenvolver cancer de boca, enquanto o tabaco isolado é responsavel por um

aumento de 20 vezes, e 0 alcool 5 vezes (HUNTER et al, 2005).
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Em relacdo aos fatores bioldgicos, alguns fungos e virus tém sido
detectados em associacdo com o cancer oral. Entre esses virus, o papiloma
virus humano (HPV) tem sido detectado com frequéncia crescente no epitélio
oral carcinomatoso, em comparacdo com a mucosa oral normal (MILLER,
1994; MILLER & WHITE, 1996; FRANCESCHI, 2000; ZUR HAUSEN, 2000;
MILLER, 2001; KANSKY, 2003; HERMANN et al, 2004; VIDAL, 2004).
Entretanto, o papel deste virus na carcinogénese oral ainda é controverso, com
alguns estudos demonstrando a presenca viral e sua correlagdo com a
carcinogénese (MILLER & WHITE, 1996; MCGLENNEN, 2000; SCULLY et al,
2000; MILLER & JOHNSTONE, 2001; TINOCO et al, 2004; BOY et al, 2006),
engquanto outros estudos ndo consideram sua participagdo no cancer oral
(MIGUEL et al, 1998; CHANG et al, 2002; PATRICK et al, 2002). No entanto, a
presenca na mucosa oral dos subtipos anogenitais, HPV 6/11 e 16/18, podem
significar transmiss&o oro genital, o que torna este virus um importante co-fator
no desenvolvimento do cancer oral assim como € considerado no carcinoma de
cérvice uterino (SYRJANEN et al, 1987; PALEFSK et al, 1995;

WALBOOMERS, 1999; MILLER & JOHNSTONE, 2001).

2. 3 Papiloma bucal e HPV

O papiloma escamoso da cavidade oral € uma neoplasia epitelial
benigna que pode ocorrer em qualquer idade. Clinicamente manifesta-se como
uma lesdo nodular globosa, uUnica ou mudltipla, filiforme, pediculada, de
coloracdo avermelhada ou esbranquicada, quando queratinizada, superficie
opaca e textura aspera, com pequena dimensao (Figura 5). Os sitios mais

comumente acometidos sdo o dorso da lingua, mucosa labial e palato duro.
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Histopatologicamente, o papiloma apresenta-se como uma papilomatose,
podendo ser definida como proje¢fes epiteliais finas e digitiformes sustentadas
por eixos fibrovasculares centrais e recobertas por epitélio escamoso
estratificado ordenado e tipico (SHAFER et al, 1987; REGEZI, 1993; BORAKS,

1996; TOMMASI, 2002; CONTRAN et al, 2005).

Figura 5 - Aspecto clinico do papiloma em lingua (BORAKS, 1996).

Sua etiologia pode estar associada a traumatismo cronico de baixa
intensidade, com alguns casos de origem virética associada ao HPV, sendo os
subtipos 6 e 11 os mais frequentemente associados a essa forma benigna de
neoplasia, embora subtipos oncogénicos, tal como o HPV-16, também possam
estar a ela relacionados. Demonstrando, nesses casos, um risco
potencialmente maligno desta lesdo. Principalmente quando a esse fator
etiolégico viral somam-se outros fatores de risco para o cancer oral, ja citados
anteriormente (SYRJANEN et al, 1987; BORAKS, 1996; TOMMASI, 2002;
CONTRAN et al, 2005).

Devido a sua importancia médica, o HPV tem sido extensivamente

estudado, estando associado a uma variedade de patologias, sendo capaz de
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causar lesbes em mucosas urogenitais e bucorespiratérias produzindo
proliferagBes epiteliais caracteristicas no sitio de infec¢cdo. S&o espécies, e
guase sempre tecido e sitio especificos, sendo cada tipo associado a
processos histopatoldgicos distintos (DESAINTES et al, 1997; FONSECA &
CARMO, 2000).

A associagcdo entre lesdes malignas e infeccdo pelo HPV no epitélio
genital masculino e feminino ja é conhecida, sendo considerado como agente
causal inequivoco do cancer de colo uterino (SYRJANEN et al, 1987; XAVIER
et al, 2005). Na cavidade oral, esses virus estdo associados ao
desenvolvimento de lesdes como a verruga vulgar, papiloma, condiloma
acuminado e a hiperplasia epitelial focal e seu interesse cresceu enormemente
a partir do momento em que foram associados a lesdes malignas orais,
especialmente ao carcinoma oral de células escamosas (CHANG et al, 1991;
REGEZI & SCIUBBA, 1991; MILLER & WHITE, 1996; SNIJDERS et al, 1997,
SHIMA et al, 2000; ZUR HAUSEN, 2000; SCULLY, 2001; OLIVEIRA et al,
2003; CASTRO et al, 2004).

Os papilomas virus (PV) sdao membros da familia Papovaridae, que
também inclui o virus polioma. Sao virus pequenos ndo envelopados medindo
45-55 nm de diametro e com genoma de aproximadamente 7200-8000 pares
de base (pb). Possuem capsideo icosaédrico composto de 72 capsémeros,
envolvendo DNA gendmico circular de fita dupla (PFISTER & FUCHS, 1994;
BOUDA et al, 2000; SCULLY, 2001; TERAI & TAKAGI, 2001; ROSENBLATT,
2005).

O genoma do Papilomavirus € constituido por dois segmentos principais,

sendo cada um constituido por uma série de regides ou openning reading
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frame (ORFs), que codificam as proteinas virais. Este genoma pode ser
dividido em trés regides; as regides precoces “early” (E: E1 - E7), e tardias
“later” (L: L1 e L2), responsaveis pelos processos iniciais e finais de replicagéo,
respectivamente, e a regidao LCR (regido longa de controle), que compreende
10% do seu genoma (KIRNBAUER et al, 1993; ZUR HAUSEN, 1996; TERAI &
TAKAGI, 2001).

As regides E sdo expressas logo no inicio da infeccdo, sendo
responsaveis pelos mecanismos de regulacdo da sintese de DNA. Essas
regibes E sdo expressas em células infectadas, além de células transformadas.
J& as regifes L expressas nos estagios posteriores da infeccédo codificam as
proteinas do capsideo viral. As proteinas L1 e L2 s&o utilizadas na adeséo
celular entre o virus e as diversas células teciduais (ZUR HAUSEN, 1996). A
LCR, ou regido ndo codante, varia de tamanho entre os papilomavirus, sendo
esta regiao responsavel pelo controle da expressado genética e processos como
transcricdo e replicacdo viral (ZUR HAUSEN, 1996; ROSENBLATT, 2005)
(Figura 6).

O HPV é um virus que se multiplica exclusivamente no nucleo das células
infectadas (SARRUF & DIAS, 1997; TERAI et al, 2001). Os receptores pelos
guais os papilomavirus se ligam e penetram nas células ainda nao foram
completamente identificados. Estudos recentes indicam que a expressao de
integrinas, presentes na superficie de células basais seriam candidatos a
receptores do virus do papiloma. O genoma do HPV, nas células basais e
parabasais se estabelece como epissoma, replicando-se, como acontece nas
lesbes benignas e pré-invasivas em baixo padrdo (DOORBAR, 2005;

ROSENBLATT et al, 2005) e apenas genes envolvidos nos processos iniciais
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da infec¢céo sao transcritos, como o E5, E6 e E7. Multiplicagdo extensiva do
DNA viral e transcricdo de todos os genes, bem como a formacdo do capsideo
viral (L1 e L2) ocorre apenas nas camadas suprabasais. Particulas virais
maduras estdo, portanto, ausentes nas células basais, e a replicagdo produtiva
do DNA esta restrita as células do estrato espinhoso e granuloso (CHANG et

al, 1991).

L1

El

HP¥Y-16

ES

Figura 6: Genoma do HPV-16 (GUTIERREZ & GARZA, 2001).

As lesdes causadas pelo HPV dependem do tipo do virus, além da regido
da camada epitelial em que ele permanece. Os HPV de baixo risco, geralmente
replicam-se apenas nas camadas inferiores do epitélio estratificado, enquanto
0s ceratindcitos estdo passando por divisdo celular. Em contraste, os HPVs de
alto risco tem o0 seu genoma integrado ao DNA e se replicam nas camadas
mais altas do epitélio, quando os ceratinécitos entram completamente no

processo de diferenciacao terminal. Desta forma, os tipos virais de alto risco
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podem estimular as células a replicar o DNA em meios ndo-habituais em
maiores propor¢des do que os tipos de baixo risco (TOMAS et al, 1999;
ROSENBLATT et al, 2005).

As proteinas E6 e E7 sdo as principais responsaveis pela transformacao
celular mediada pelos HPVs de alto risco que atuam na modulacdo de
atividades de proteinas celulares que regulam o ciclo celular (SYRJANEN &
SYRJANEN, 1999; SOUTHERN & HERRINGTON, 2000; ROSENBLATT et al,
2005). O gene L1 regula os niveis de expressao das proteinas virais E6 e E7,
importantes na tumorigénese, devido a interagdo e inativacdo das funcoes
supressoras das proteinas p53 e pRb (ZUR HAUSEN, 1996).

A propriedade de imortalizagdo ndo se verifica nas infecgbes causadas
pelo HPV de baixo risco. Os genes E6 e E7 dos HPVs de alto risco séo juntos
necessarios e suficientes para imortalizacdo de células epiteliais escamosas
primarias, enquanto que as E6 e E7 codificadas pelos HPVs de baixo risco
estdo ou inativas ou fracamente ativadas na mesma amostra . Os genes E6 e
E7 estdo invariavelmente expressos em lesdes malignas cervicais HPV
positivas (FRANCIS et al, 2000).

Mais de 100 tipos de HPV ja foram identificados, sendo na cavidade oral,
24 tipos (HPVs-1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 30, 31, 32, 33, 35, 45, 52, 55,
57, 59, 69, 72 e 73) associados com lesdes benignas e 12 tipos (HPVs-2, 3, 6,
11, 13, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 57) com lesGes malignas. Entre esses subtipos
os HPV-6 e HPV-11 tém um baixo risco de associacdo com malignidade e séo
chamados de benignos ou de baixo risco, enquanto outros tais como HPV-16 e
HPV-18 sao fortemente associados com malignidade e sdo chamados de

malignos ou oncogénicos ou de alto risco, sendo comprovadamente
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carcinogénicos estando associados a producdo das oncoproteinas E6 e E7
produzidas pelos mesmos (TERAI & BURK, 2001; TERAI & TAKAGI, 2001).

O E6 € um dos principais genes expressos na infec¢ao pelo HPV e este
possui um papel importante na imortalizagcdo celular. A atividade
transformadora da oncoproteina E6 € dependente da sua ligacdo com a
proteina supressora de tumor p53. A EG6 liga-se, sequestra e degrada
fisiologicamente a p53 por uma via ubiquitina-dependente (CROOK &
VOUSDEN, 1994; SUGERMAN & SHILLITOE, 1997). Esse fendmeno interfere
de maneira relevante nos mecanismos de apoptose e reparo de DNA (RAPP &
CHEM, 1998). A formacdo do complexo E6-p53 é fundamental para a
inativagdo das funcdes supressoras da p53. Essa parece ser uma atividade
especifica dos HPVs de alto risco, pois os HPVs de baixo risco codificam E6
gue néo inativam a p53 pelo mesmo mecanismo (WERNESS et al, 1990).

Por outro lado a E7 se liga e sequestra a pRb, induzindo a sua
degradacdo, fato observado devido a reducao da meia-vida desta proteina em
células expressando HPVs de alto risco. A E7 ligada a pRb, preferencialmente
na forma ativa, facilita a liberacdo de E2F, promovendo, desta forma, a
progressdo do ciclo celular, atuando nas fases G1 e S, o que pode
eventualmente propiciar o desenvolvimento do céancer (BOYER et al, 1996). A
E7 dos HPVs de baixo risco ligam-se a pRb com baixa afinidade, enquanto a
E7 dos HPVs de alto risco ligam-se com alta afinidade a pRb (LEE et al, 1998).

Os subtipos HPV oncogénicos 16, 18, 31 e 33 sdo os mais fortemente
associados ao carcinoma oral de células escamosas (KUI et al, 2003;
SUGIYAMA et al, 2003; SMITH et al, 2004; ZHANG et al, 2004). No papiloma,

0s subtipos ndo oncogénicos 6 e 11 sdo os mais frequentemente envolvidos.
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Embora subtipos oncogénicos, tais como HPV-16 HPV-18, também estejam
associados a essa leséo, porém em menor frequéncia (SYRJANEN et al, 1987;
SARRUF & DIAS, 1997; NASSIF & BOROS, 2003; OLIVEIRA et al, 2003;
CHEN et al, 2006).

Alguns tumores benignos induzidos pelo HPV apresentam regressao
espontanea, enquanto outros persistem ou sofrem transformacdo maligna. O
mesmo tipo de HPV pode determinar lesfes benignas ou malignas,
dependendo das condi¢des imunoldgicas (outras) do hospedeiro (JACYNTHO
et al, 1994). Os papilomas, apesar de serem considerados tumores benignos, e
ter na maioria dos casos um progndéstico bom, fazem parte das lesbes com
potencial de malignizagdo, principalmente nos casos de etiologia viral pelo
HPV, sobretudo quando recidivados ou quando ulcerados, independente do
tamanho, volume, localizacdo ou idade (ZEGARELLI, 1982; LITTLE, 1988).
PAZ (1997), identificou a presenca do HPV-6, considerado um subtipo de baixo
risco para o desenvolvimento do cancer, em 50% dos carcinomas de tonsilas e
em 15% por cento dos carcinomas de lingua. Portanto, o potencial maligno de
lesGes benignas, nas quais € identificado a presenca de subtipos de HPV de

baixo risco, deve ser considerado.

lIl. MATERIAIS E METODOS

Foram selecionadas 116 bidpsias da cavidade oral, entre janeiro de
2002 e dezembro de 2005, do Laboratério de Anatomia Patologica Silvany
Studart do Hospital Portugués. Destas, 60 biopsias foram escolhidas para o
estudo, assim distribuidas: 5 normais, 18 papilomas de células escamosas e

37 carcinomas de células escamosas.
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O estudo imunoistoquimico foi feito em sec¢des de tecido emblocado em
parafina. Foram utilizados cortes com 4u de espessura, montados em laminas
passadas previamente em solucdo adesiva (poli-lisina, 1:20). A técnica utilizada
foi a Streptoavidina-biotina. (Ver a técnica no Anexo).

Dois patologistas (CQ e ES) analisaram a imunoistoquimica
separadamente. A reacdo foi considerada positiva para p16™<*® quando se
observou a coloracdo castanha no nudcleo e citoplasma, sendo as amostras
classificadas de acordo com o score: 0. sem reacdo; 1. reacdo fraca; 2.
moderada e 3. forte.

A deteccdo do papiloma virus humano (HPV) sera feita através da
realizacdo da Reacao de Polimerizacdo em Cadeia (PCR), o DNA sera extraido
dos cortes de parafina e serd amplificado pela técnica do PCR. O produto
desnaturado dessa reacdo serd aplicado em gel de Poliacrilamida para
eletroforese (SSCP- analise de conformacéo de fita simples).

Para a amplificacdo do DNA, através da técnica de PCR, serdo utilizados os
iniciadores MY09 e MY11, os quais amplificam especificamente uma parte do
gene L1, que é a regido mais conservada no genoma dos diferentes tipos de
HPV, codificando uma proteina do capsideo viral. Esses iniciadores sao
capazes de amplificar um fragmento de aproximadamente 450 pares de bases
(pb) do gene L1, tornando possivel a deteccdo da maioria dos tipos de HPV. A
reacdo de amplificacdo sera realizada em um volume final de 100 uL, sendo
constituida por 50mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 2,5 mM de MgCl2, 200 uM
de cada desoxinucleotideo trifosfatado (ANTP), 12,5 pmoles de cada iniciador e
3 U de Tag DNA polimerase. Para cada reagao de amplificagcdo, seréo

utilizados 5 pL da solugcéo, contendo o DNA ja extraido anteriormente. Em cada
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bateria de amplificacdo pela PCR, sera utilizado um controle negativo,
constituido pelas mesmas concentragdes e pelos mesmos reagentes da reagao
de amplificacdo, exceto o DNA. O sistema de amplificacdo do DNA sera
realizado em tubos de 500 puL, que seréo transferidos para o termociclador (MJ
Research PTC 150). O programa de PCR consistird das seguintes etapas:
95°C por 5 minutos, 40 ciclos de amplificacdo (95°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto) e 72°C por 5 minutos (KANESHIMA et al., 2001).
NA atual fase de desenvolvimento do projeto o PCR encontra-se em fase final

de padronizacao. E sera realizado no Hospital Professor Edgar Santos
(Hospital das Clinicas) da Universidade Federal da Bahia.

IV. RESULTADOS
A Tabela 1 e o Gréfico 1 mostram a distribuicdo do diagndstico

Anatomopatolégico de acordo com a expresséo de p16™4,
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Tabela 1. Distribuicdo do diagnéstico Anatomo-patolégico de acordo com

a expressdo de p16™<*,

Diagnostico Anatomo-patologico

Normal Papiloma Carcinoma Total
Variaveis
n n
nbs % nl1l8 % % %
37 60
Expressao de
p16INK4a
Negativo 5 17 94,4 25 67,6 47 78,3
100,0
Positivo fraco 0 0 1 2,7 1 1,7
Moderado 0 1 5,6 6 16,2 7 11,7
Forte 0 0 5 135 5 8,3

Gréfico 1. Distribuicdo do diagndstico Anatomo-patoloégico de acordo com

a expressdo de p16™<*,

Gréafico XX. Distribuicdo do Diandstico Anatomo-patologico de acordo com a
expressao de pl6ink4a.
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Verificou-se, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis que a expresséo
de p16™*? nao difere quanto ao diagndstico anatomo-patolégico (p-valor =
0,0816 > 0,05). Verificou-se também a ocorréncia de apenas um caso de

6"™K4a “positivo fraco” entre as amostras.

pl
Nas lesBes carcinomatosas a expressdo imunoistoquimica da p16™"*?
(Figuras 1, 2 e 3) ndo apresentou significancia estatistica, evidenciando desta
forma a auséncia da participacdo desta proteina na carcinogénese oral. Nao
houve também resultado estatisticamente relevante nas lesées papilomatosas.
Os resultados obtidos, até o presente momento estdo de acordo com alguns
trabalhos citados na literatura, tais como os de GUERRA, et al (2005) e Al, et al
(2003), que encontraram resultados semelhantes aos nossos.
Podemos inferir que ndo parece ser Util a pratica clinica o estudo da expressao

imunoistoquimica da p16™<*®

como biomarcador de risco na carcinogénese
oral.

Portanto, uma nova categorizacédo desta expresséo poderia ser considerada.

Figura 1. Caso 37. Carcinoma de células escamosas,fortemente positivo

(score 3) para p16™<*2
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Figura 2. Caso 9. Carcinoma de células escamosas, fortemente positivo

(score 3) para p16™<*®

Figura 3. Caso 4. Carcinoma de células escamosas, negativo (score 0) para

6INK4a

pl a direita, e glandulas positivas (controle positivo interno).
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