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Resumo

O papilomavirus humano (HPV) é um virus epiteliotropico, cujo material
genético é o DNA, sendo considerado um fator etiolégico do cancer de colo de Gtero
e recentemente esta relacdo para o cancer oral também tem sido investigado. A
presenca do HPV no carcinoma epidermoide € sugerida através dos aspectos
morfoldgicos vistos na microscopia optica e destaca-se a coilocitose como um sinal
patognomoénico de infeccdo por esse virus. J& a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), considerada como um meio de alta sensibilidade possibilita a confirmagéo da
presenca do DNA do HPV nas pecas dos pacientes. O objetivo deste trabalho foi
estudar a correlacdo entre a coilocitose e a presenca do DNA do papilomavirus
humano. As pecas oriundas de blocos de parafina de pacientes com carcinoma
epiderméide de boca foram coradas através da hematoxilina e eosina e examinadas
Nno microscopio oOptico para investigacdo da presenca da coilocitose. O resultado
obtido foram 62,7% dos casos ndo apresentaram coilocitose, 22,9% apresentaram
baixa, 10,8% média e 3,6% alta quantidade de coilocitose. A partir dos mesmos
blocos foi realizada a extracdo do DNA para andlise pela PCR, onde foi verificada a
presenca do DNA do HPV em 33,7% das amostras. Os resultados foram submetidos

a analise estatistica e nao foi observada uma relagdo estatisticamente significante.

Palavras-chave: Reacdo em cadeia da polimerase. Carcinoma de células

escamosas. Papillomavirus humano.



MARCIANO, T.L. Comparative study between the presence of DNA of Human
papillomavirus detected by PCR and koilocytosis in patients with squamous
cell carcinoma of the mouth. 2009. 25 f. Trabalho de conclusdo de curso -

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2009.

Abstract
Human papillomavirus (HPV) is an epitheliotropic DNA virus and is considered an
etiological factor of uterine cervix cancer and recently its relation to oral cancer has
also been investigated. The presence of HPV in squamous cell carcinoma is
suggested by the morphologic characteristic seen in optical microscopy, standing out
the koilocytosis as a pathognomonic sign of virus infection. The polymerase chain
reaction (PCR) is a high sensitivity method because it allows the confirmation of the
presence of HPV DNA in paraffin blocks even in a low number of the HPV DNA in the
sample. Our objective was to study the correlation between koilocytosis and the
presence of HPV DNA. The samples were obtained from paraffin blocks of patients
with oral squamous cell carcinoma and were stained by hematoxylin and eosin and
examined in optical microscope to investigate the presence of koilocytosis. The
microscopical analysis revealed that 62.7% of the samples showed no koilocytosis,
22.9% had low, 10.8% medium and 3.6% high amount of koilocytosis. DNA
extraction for PCR analysis was done using the same blocks and the HPV DNA
presence was observed in 33.7% of samples. The results were subjected to

statistical analysis and no statistically significant relationship was observed.

Keywords: Polymerase chain reaction. Squamous cell carcinoma. Human

papillomavirus.
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1. Introducéo

O Cancer é um problema de saude publica no mundo. No Brasil, as
estimativas para o ano de 2008 e validas também para o ano de 2009, apontam que
ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer. Com uma estimativa de 14.160 novos
casos no Brasil, o cancer bucal manter-se-a como o 5° de maior incidéncia na
populacao brasileira masculina com uma taxa bruta de 11,00 por 100.000 e o 7° na
feminina com uma taxa bruta de 3,88 por 100.000. O Carcinoma epidermoide
corresponde a 90% das neoplasias da boca, comumente encontrada em homens
com mais de 40 anos de idade’.

Entre os fatores de risco relacionados com o desenvolvimento do carcinoma
epiderméide oral, podemos destacar os habitos de fumar, mascar tabaco e ingerir
bebidas alcoodlicas. No entanto, estes fatores estdo ausentes em muitos casos,
indicando outros possiveis fatores etioldgicos, os quais poderao incluir o HPV ou
outros agentes infecciosos®**°,

Na cavidade oral a infec¢do pelo HPV esta envolvida no desenvolvimento do
papiloma de células escamosas, condiloma acuminado, verruga vulgar, e hiperplasia

epitelial focal®”’

. O DNA do HPV foi encontrado também em amostras de leucoplasia
oral, liquen plano e carcinoma epiderméide, apesar de seu papel etiologico ainda
permanecer obscuro®,

O HPV é transmitido principalmente através de relagbes sexuais, podendo
também ocorrer a contaminagdo durante o parto ou até mesmo através de auto-
inoculacées®.

A verdadeira relacdo entre o papilomavirus humano (HPV) e o carcinoma
epidermdide bucal € bastante estudada. Alguns autores acreditam que a presenca
do HPV em lesdes malignas pode ser puramente casualidade ou agir como co-fator
junto com os fatores do meio ambiente ou combinado com estes fatores para induzir
a formacéo de lespes® 1121314,

Dentre os fatores que levam os autores a acreditarem na relacao do HPV com
a carcinogénese oral podem ser destacadas a demonstracéo por estudos in vitro de

que o HPV pode imortalizar ceratinécitos'**®

|16,17,18

e as semelhangas morfologicas entre

os epitélios orofaringeo e genita , uma vez que ja é conhecido o potencial

oncogénico dos HPVs de alto risco nas doengas neoplasicas anogenitais***°.
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A microscopia Otica € o meio mais utilizado nas rotinas dos institutos de
patologia para o diagnoéstico das lesdes além de ser um método de grande utilidade
em centros que nao dispdem de métodos de diagndstico sofisticados.

Syrjanen et al.® relatam que dentre todos os aspectos morfoldgicos da
presenca do HPV observados através da microscopia Otica em cortes histologicos
corados através da hematoxilina e eosina, a coilocitose pode ser considerada um
sinal patognomoénico de infeccdo por esse virus, sendo também relatado como o
classico efeito citopatico viral®.

Atualmente existem véarias técnicas de deteccdo do DNA do HPV, sendo este
um fator da grande variabilidade na verdadeira taxa de presenca do DNA do HPV
nos casos de carcinoma epidermoéide oral®t. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) é um exame diagnostico de alta sensibilidade na confirmacgéo da presenca do
DNA do HPV nas pecas dos pacientes com carcinoma, sendo capaz de detectar até
a presenca de apenas uma cépia de DNA do virus®»#24,

Desta forma é muito importante estabelecer uma relacédo entre a coilocitose
observada através da microscopia otica e a presenca do HPV detectada através da
PCR. Nosso trabalho teve como base um trabalho anteriormente realizado, sendo
gue o numero de pecas analisadas foi aumentado de 30 para 90 pecas, no intuito de

aumentar a confiabilidade dos resultados e obter um resultado mais fidedigno.
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2. Material e Métodos

Este estudo baseia-se numa analise retrospectiva de 90 pecas oriundas de
blocos de parafina referentes a pacientes portadores de Carcinoma epiderméide
oral, diagnosticados e tratados no periodo entre 1991 e 2008 no Centro de
Oncologia Bucal (Unidade Auxiliar) da Faculdade de Odontologia do Campus de
Aragatuba — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

Foram adotados os seguintes critérios de elegibilidade para inclusdo de
casos:

A - Pacientes com diagnostico histologico confirmado de Carcinoma
epidermoide.

B - Pacientes tratados com registro Centro de Oncologia Bucal — Faculdade
de Odontologia do Campus de Aracatuba — UNESP e que nao abandonaram ou
interromperam o tratamento.

C - Pacientes submetidos a cirurgia.

D - Pacientes tratados com finalidade curativa.

Estudo histologico

Para o estudo histoldgico, foram realizados cortes de 04 micrometros dos
blocos de parafina dos pacientes portadores de Carcinoma epiderméide e
posteriormente corados pelo método de coloracdo de hematoxilina - eosina. Numa
primeira etapa a peca foi submetida a fixacdo em fixador simples em mistura
fixadora (liquido de Bouin, Helly) para preservacdo da morfologia e da composicéo
dos tecidos por cerca de 12 horas, dependendo do fixador e do tamanho da pega.

Em seguida foi desidratada em alcool etilico de concentragbes crescentes,
comecando com alcool a 70% e terminando com alcool absoluto para remover a
agua dos tecidos por 6 a 24horas. Para o clareamento ou diafanizagdo em benzol,
xilol ou tuluol, solventes do alcool e da parafina de uma a 6 horas.

Numa quarta etapa a peca foi impregnada pela parafina fundida em estufa a
60° por 30 minutos a 6 horas. Posteriormente a pec¢a foi incluida num molde
retangular contendo parafina fundida para obtencdo de um bloco de parafina de
forma regular, para entdo ser cortado no micrétomo.

Finalmente a peca foi corada com hematoxilina e eosina. A hematoxilina cora

em azul os nucleos celulares e outras estruturas de natureza acida (basdéfilas), como
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as regides do citoplasma ricas em RNA. Em contraste, a eosina cora o citoplasma e
o colageno do material extracelular em diversas tonalidades do vermelho.

Apbs a coloracdo, analisamos a presenca de coilocitose, sinal patognoménico
de infeccdo por HPV. Apos a andlise e discusséo para uma decisdo em comum para
cada caso, classificamos 0s casos, de acordo com o numero de coilocitos
encontrados nas laminas, em: ndo sugestivo de HPV, com baixa sugestibilidade para

o HPV, média sugestibilidade para o HPV e alta sugestibilidade para o HPV.

Estudo da deteccao do HPV pela PCR

Dos mesmos blocos de parafina foram realizados cortes para extracdo do
DNA. Foram obtidos cinco cortes histoldgicos com 10 micrdmetros cada, coletados
em tubos limpos de 1,5 mililitros (ml).

O DNA extraido na coluna foi diluido pela adi¢cdo de 40 ul de solucéo TE (Tris
10mM ph7,4, EDTA 1mM) pré-tratada a 65°C e centrifugado a 11.000 rpm por 15
segundos, apos ter sido transferido do dispositivo para um tubo de recuperacéo de
amostra. As amostras foram armazenadas a 20°C negativos.

Foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para a detecgédo do
gene Beta-globina, gene humano que deve estar presente para confirmar a
integridade e presenca do DNA nas pecas cirurgicas parafinizadas.

A analise foi realizada com o auxilio de um gel de poliacrilamida 8% e a
eletroforese foi realizada com o auxilio de uma Fonte Eletroforética (Amersham
pharmacia biotech modelo EP3501, Suécia) durante 2 horas a 160Volts,
37miliamperes, 6Watts).

Apo6s esta confirmagdo em 83 das 90 amostras iniciais foram realizadas as
PCRs com os oligonucleotideos iniciadores (GP5+ e GP6+) para amplificar
fragmentos da regido tardia do HPV, com 150 pares de bases.

As reacOes foram feitas em um ciclador de temperatura programavel (Peltier
Effect Cycling modelo PTC-100, M.J. Research, EUA) o qual faz ciclos de
temperatura pré-estabelecidos com tempos exatos especificos para cada reacéo,
com as seguintes condi¢gbes de temperatura para o HPV:

No primeiro ciclo a temperatura é elevada a 95°C por 5 minutos para que haja
a separacao da dupla cadeia de DNA (Desnaturacéo). Em seguida a temperatura é
reduzida para 40°C, permanecendo assim por 2 minutos para que 0S primers se

pareiem com a fita molde de DNA (anelamento). Por ultimo a temperatura é elevada
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a 72°C por 1 minuto e 30 segundos para que a enzima possa funcionar sintetizando
a nova molécula (extensdo), em seguida um novo ciclo € iniciado.

Nos ciclos de 2 a 39 a temperatura é elevada a 95°C por 1 minuto para que
ocorra a desnaturagao; em seguida reduz-se a temperatura para 40°C por 2 minutos
para que ocorra 0 anelamento e por ultimo eleva-se a temperatura para 72°C por 1
minuto e 30 segundos para que ocorra a extensao.

No ultimo ciclo a temperatura é elevada a 95°C por 1 minuto para que ocorra
a desnaturacao; reduzindo em seguida para 40°C por 2 minutos para ocorrer o
emparelhamento e finalmente eleva-se a temperatura para 72°C por 8 minutos para
gue ocorra a extensao.

A analise foi realizada com o auxilio de um gel de poliacrilamida 8% e a
eletroforese foi realizada com o auxilio de uma Fonte Eletroforética (Amersham
pharmacia biotech modelo EP3501, Suécia) durante 2 horas a 160Volts,
500miliamperes, (100Watts).

Apés a analise do gel, foi verificada a presenca de bandas para confirmar a
presenca do HPV e os casos foram classificados em dois grupos: com a presenca

de HPV e sem a presenca de HPV.

Forma de analise dos resultados

Os casos de Carcinoma epiderméide de boca em que foram verificados a
coilocitose foram comparados com 0s casos que tiveram a presengca do HPV
confirmada pela PCR. Todos estes dados foram comparados entre si através da
andlise estatistica do teste de X? ou teste de Fisher.
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3. Resultados

Das 90 pecas analisadas, 7 ndo apresentaram o gene betaglobina humano, o
gual deve estar presente para confirmar a integridade e presenca do DNA nas pecas
cirdrgicas parafinizadas e por isso foram excluidas do estudo. Os resultados das 83

pecas analisadas estdo apresentados na tabela 01.

Tabela 01 - Detec¢éo do HPV pela PCR e presenca da coilocitose através da microscpia
Optica

N° no Estudo (HPV) PCR coilocitose N° no Estudo | (HPV) PCR coilocitose
1 + 0 43 - 0
2 + 1 44 - 1
3 - 0 45 - 0
4 + 1 46 - 2
5 + 0 47 - 1
6 - 0 48 - 0
7 - 0 49 - 1
8 - 0 50 - 0
9 + 0 51 - 0
10 - 0 52 - 0
11 - 1 53 - 0
12 - 0 54 - 0
13 - 0 55 - 0
14 - 2 56 - 3
15 - 0 57 - 0
16 - 0 58 - 1
17 - 1 59 + 1
18 - 1 60 - 0
19 - 0 61 - 3
20 - 1 62 - 0
21 + 0 63 - 2
22 - 0 64 - 0
23 - 1 65 + 1
24 + 1 66 - 0
25 + 2 67 - 0
26 + 0 68 - 0
27 + 0 69 + 0
28 + 0 70 - 0
29 + 0 71 - 0
30 + 2 72 + 0
31 + 2 73 - 0
32 + 1 74 - 0
33 + 1 75 - 0
34 + 2 76 - 0
35 + 2 77 - 1
36 + 0 78 - 3
37 + 0 79 - 0
38 + 0 80 + 0
39 + 0 81 - 0
40 + 0 82 - 1
41 - 1 83 - 2
42 - 0

(+) positivo e (-) negativo para a presenga do HPV através da PCR,

(0) auséncia de coilocitose (1) baixa, (2) média e (3) alta quantidade de coilocitose.
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Dos 55 casos negativos para a presenca do HPV através da PCR (Figura 01),
36 nao apresentaram e 19 apresentaram a coilocitose (Figura 02). Destes, 12
apresentaram baixa, 4 média e 3 alta quantidade de coilocitose.

Quanto aos 28 casos em que foi identificado o DNA do HPV através da PCR,
16 ndo apresentaram e 12 apresentaram a coilocitose. Destes, 7 apresentaram
baixa, 5 média e nenhum caso apresentou alta quantidade de coilocitose.

P 1 2 3 4 5 & ¥ & 9 10 11 12 13 14 15 CPMMCPZ2 CN

PM 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 CP1CP2 CN

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% mostrando
resultado da amplificacdo do HPV (150 pb) por nPCR de 29 das 83
amostras de carcinoma espinocelular de boca

*PM = peso molecular de 100 pb; CO1 = controle positivo 1 (DNA extraido de HelLa); CO2 = controle
positivo 2 (DNA extraido de bidpsia de condiloma acuminado); NO = controle negativo (sem DNA)
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Figura 2: Fotomicrografia de carcinoma
espinocelular de boca apresentando os
coilocitos distribuidos na camada superficial
do epitélio (HE-200x)

As analises estatisticas foram realizadas de duas formas. A primeira foi entre
o grupo com presenca de DNA viral através da PCR e 0s grupos sem coilocitose e
as diferentes quantidades de coilocitose, através do método de qui-quadrado. O
resultado nado foi estatisticamente significante (p= 0,2920). A segunda foi entre o
grupo com presenca de DNA viral através da PCR e 0s grupos com e sem
coilocitose. Da mesma forma, o resultado ndo foi estatisticamente significante
através do método de Fisher (p= 0,3069).
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4. Discusséo

A frequéncia de infecgéo pelo papilomavirus humano (HPV) na cavidade oral
é bastante variavel, indo de 0% a 100% nos estudos encontrados na literatura. Esta
grande variacdo se deve principalmente as diferencas de sensibilidade das
metodologias aplicadas, dos grupos de pacientes examinados quanto ao aspecto

212425 o do local da lesdo, sendo este Gltimo fator o maior

etno-geografico
responsavel pela atual controvérsia do real papel do HPV na carcinogenese oral*>%,

Em um trabalho de meta-andlise feito incluindo estudos de 1982 a 1997 a
deteccdo de HPV em carcinoma de células escamosas de orofaringe variou entre
36,6% e 55,5%°'. J& na meta-andlise realizada por Termine et al.?® classificando os
trabalhos de acordo com a localizagao das lesGes na cavidade oral verificaram que a
prevaléncia do HPV foi maior nos carcinomas de orofaringe (38,1%) que nos
carcinomas de cabeca e pescoco em geral (24,1%). Em nosso trabalho analisamos
carcinoma epidermoide oral e a prevaléncia do HPV foi maior (33,7%) do que a
citada por Termine et al® para carcinomas de cabeca e pesco¢co em geral,
entretanto ficou muito proxima da média (34,5%) dos resultados obtidos nos estudos
sobre carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco utilizando PCR
relatado na revisdo de literatura feita por Campisi et al’. Este mesmo trabalho
compara a prevaléncia da deteccdo do DNA do HPV utilizando Southern blotting
(24,5%) com a encontrada através da PCR (34,5%), apontando esta como a técnica
mais indicada, tendo inclusive trabalhos que a citam como um "padrao ouro" para
identificacdo do DNA do HPV?.

No trabalho de Fuijita et al'®> o HPV foi detectado em 26% dos espécimes de
carcinoma verrucoso utilizando o método da Hibridizacdo In situ e em 48% destas
mesmas amostras utilizando a PCR, fato que ajuda a comprovar a maior
sensibilidade da PCR.

Segundo Saavedra et al.® a prevaléncia do HPV encontrada no cancer bucal
utilizando a PCR foi superior (43,5%) a encontrada em nosso trabalho. Ao realizar a
tipagem do virus encontraram 37,1% de HPVs considerados de alto risco, sendo os
tipos mais comumente encontrados os HPV-16 (55,6%) e HPV-18 (18,5%). Ja nos
casos controle a frequiéncia de infeccao por HPVs de alto risco foi baixa (9,7%). Este

|.29

trabalho é compativel com o de Goran-Hansson et al.“" que apresentou 36% dos

casos positivo para HPV de alto risco.
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D'Souza et al.** realizando a tipagem dos virus encontraram DNA do HPV-16
em 72% das 100 amostras de carcinoma orofaringeo conservadas em parafina,
reforcando os dados de que este é o tipo de HPV encontrado com maior frequiéncia.

Para Furrer et al®®, os métodos de andlise através da PCR e Southern
blotting, proporcionam uma maior sensibilidade e especificidade para a detecgéo do
DNA do HPV em comparacdo com a menor precisdo da avaliacdo do quadro clinico
da infeccao de HPV e do diagndstico histopatoldgico por HE, apesar destes métodos
de menor sensibilidade poderem ser utilizados para prevencgao de lesbes malignas e
acompanhamento de pacientes com lesdes orais potencialmente malignas e
malignas nos paises em desenvolvimento, onde as técnicas de biologia molecular
nao estao facilmente disponiveis.

O exame histopatologico € realizado rotineiramente nos laboratdrios de
analises clinicas e pode indicar uma infeccdo por HPV quando se observa a
presenca da coilocitose, que consiste em células com ndcleos picnoticos
contornados por extensos halos claros com volume geralmente superior ao
citoplasma, visto em laminas sob microscopia Optica. Esta alteracdo pode ser
considerada um sinal patognomoénico da infeccao pelo HPV, servindo de base para
os estudos de biologia molecular®.

Al-Qahtani et al.*! fizeram um estudo retrospectivo analisando 199 pacientes

atendidos na Universidade de McGill diagnosticados com carcinoma epidermadide da
cavidade bucal, seguido de uma revisdo dos cortes histopatoldgicos de 146 casos
gue estavam disponiveis. Nesta analise foi encontrada coilocitose em 67% das
amostras e foi detectado o DNA do HPV pela PCR em apenas uma amostra. Como
o HPV foi negativo em aproximadamente 99,3% das amostras, ndo puderam afirmar
que a coilocitose € uma caracteristica patognomoénica da presenca do HPV,
corroborando com nossos resultados.
Em nosso trabalho classificamos os casos, de acordo com a quantidade de coilécitos
encontrados nas laminas, como sem coilocitose e com baixa, média e alta
guantidade de coilocitose. Caso estivéssemos classificando as amostras apenas em
coilocitose positivo ou negativo teriamos um resultado de 37,3% de amostras se
enquadrando como coilocitose positivo. A analise estatistica destes ultimos
resultados foi semelhante aos primeiros dados apresentados, ou seja, ndo houve
correlacdo estatistica entre a presenca da coilocitose com a presenca do DNA do
HPV.
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5. Concluséo
N&o foi observada uma relacdo estatisticamente significante entre a coilocitose
observada pela microscopia Optica e a deteccdo do DNA do HPV através da PCR

em pacientes com carcinoma epidermaéide oral.
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