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RESUMO - O objetivo deste trabalho é estabelecer a relacao entre
ainfeccao pelo virus do papiloma humano (HPV) e o desenvolvimen-
to de lesdes malignas (carcinoma epidermdide) e benignas

(hiperplasia epitelial papilomatosa e papiloma) de cavidade bucal e

orofaringe.

Meropos. Estudo retrospectivo de 66 laminas e blocos de para-
fina com tecido biopsiado e fixado com formalina. Esse material,
colhido no ano de 2002, refere-se a uma casuistica de 44 homens
(66,7%) e 22 mulheres (33,3%) com idades que variavam entre | |

amostras citadas.

este material e determinar a possivel presenca do DNA viral nas

ResuLtapos. Detectamos a presenca do DNA viral (HPV) em 16
dos 38 casos de carcinoma (42,5%), 19 em 20 casos de hiperplasia

(95%) e em todos os oito casos de papilomas (100%).

e 100 anos. O diagndstico foi confirmado em 38 casos de carcinoma

epidermaide, 20 casos de hiperplasia epitelial papilomatosa e oito
casos de papilomas. Utilizamos a imunohistoquimica para analisar

INTRODUGAO

As neoplasias da boca e orofaringe consti-
tuem 5% de todas as neoplasias malignas,
sendo que destas, 90% séo carcinomas
espinocelulares. Apesar da exposicdo da
mucosa oral a varios carcindgenos, somente
um pequeno percentual dos individuos desen-
volvem céncer!. Lembrando que a carcino-
génese € um processo multifatorial, a muta-
génese é determinada também por agentes
co-carcinogenéticos como o papilomavirus
humano (HPV)%3. O epitélio da cavidade oral e
orofaringe  uma membrana mucosa com pro-
pensdo para o desenvolvimento neoplésico,
sendo exposto a varios carcindgenos nutri-
cionais e ambientais, determinantes de lesGes
decorrentes de efeitos da infecéo pelo HPV e
mutagénese quimica, sendo que dos 77 tipos
de HPV isolados, 41 deles apresentam maior
tropismo pelas mucosas. A sintese do DNA
viral (diferentes seqiiéncias) ocorre na camada

*Correspondéncia:
Rua Iramaia, n°® 136 - Jd. Europa
CEP: 01450-020 - S&o Paulo - SP
E-mail: cpgcp.hosphel@attglobal.net

252

Orofaringe.

basal do epitélio escamoso, onde a célula
neoplasica se desenvolve. Isto ocorre a partir
da sintese de trés oncogens (oncoproteinas),
sendo que a E5 estimula o fator de cresci-
mento epidérmico (FCE), a E6 ligada ao
p53 selvagem e a E7 ao Rb selvagem,
todas encontradas nos HPV de alto risco
(HPV16,18,31,33,35,39,42) para a mucosa
oral?4,

Quanto a investigacdo do HPV humano
como agente etioldgico do CEC da hoca e
orofaringe, 0 mesmo foi detectado em lesdes
pré-malignas do trato genital feminino, onde
predominou 0 mesmo tipo de neoplasia em
localizago anatmica sujeita a traumas e infec-
¢Oes continuas®. Dentre 0s 77 HPV humanos
(pequenos DNA virus), os HPV 6 e 11 sdo
encontrados nas doengas benignas e os HPV
16 e 18 sdo virus de alto risco por estarem
ligados em 30% com neoplasias malignas
humanas®.

MEtopos

Trata-se de um estudo retrospectivo,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Heliépolis - HOSPHEL -, com-
posto por 66 1aminas e blocos de parafina com
tecido biopsiado e fixado com formalina, no

Concusho. Este estudo demonstrou que as lesées papilo-
matosas e hiperplasicas da boca e orofaringe estao associadas ao
HPV, ao contrario do carcinoma espinocelular que nao apresentou
correlaco estatistica significante com este agente infeccioso.

Unitermos: Papilomavirus humano. Carcinoma espinocelular. Boca.

Laboratdrio de Citopatologia de Itaperuna
(CIPA), Rio de laneiro, colhidas no ano de
2002, com diagnostico de trés tipos distintos
de lesBes de boca e orofaringe. Estas estavam
divididas em 38 casos de carcinoma epider-
moide, 20 casos de hiperplasia epitelial papi-
lomatosa e oito casos de papiloma. Esta
casuistica referia-se as biopsias de 44 homens
e 22 mulheres com idades que variavam entre
11 e 100 anos, com média de 58 anos, medi-
ana de 60 anos.

Dos 66 pacientes, 44 (66,6%) usam algum
tipo de protese dentaria (fixa ou removivel),
sendo que 46 deles (70%) eram etilistas ou
tabagistas, 20 (30%) etilistas e tabagistas.
Quanto aos habitos sexuais, todos o0s portado-
res de papilomas relataram préticas de sexo
oral. Dos 20 pacientes com hiperplasias, 50%
referiram praticas sexuais orais e 45% usavam
proteses fixas ou removiveis. O sexo oral foi
registrado em pacientes mais jovens que néo
usavam préteses, enquanto que 0s mais idosos
referiam proteses por perdas dentarias, e que
ha muito tinham abandonado a prética de sexo
oral.

O material de hidpsia foi submetido a uma
segunda revisdo confirmando os laudos de
exame histopatoldgico prévios. A sequir foi
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submetido ao teste de imunohistoquimica,
método este utilizado para identificar anti-
genos estruturais a lesdo por HPV, inde-
pendente da informacdo especifica sobre 0s
diversos tipos e subtipos virais®.

A positividade antigénica foi demons -
trada pela marcada coilocitose das camadas
superficiais, 0 que sugere que a expressao
dos antigenos virais esteja diretamente
correlacionada ao grau de diferenciagdo
celular. Eventuais resultados falso-negativos
podem ocorrer com a imuno histoquimica
em casos de lesdes com infeccdes virais
onde as proteinas da estrutura viral ndo sdo
detectadas, persistindo, entretanto, 0 DNA
viral. Este método de diagndstico utilizado
neste estudo pode, também, ser indicado
na andlise de material congelado, flexibili-
zando, assim, 0 Seu uso.

Foi empregado o anticorpo policlonal do
Laboratorio Novocastra. Este anticorpo € pro-
duzido no coelho pela infusdo do virus do
papiloma bovino tipo | modificado e tem a
capacidade de reagir em todos o0s tipos de
papilomas virus humanos.

O método de preparacdo do material
(blocos de parafina) e a aplicacdo da técnica
constituiram-se, em ordem cronoldgica, das
seguintes etapas:

1. Cortes de 5 micra do hloco por
micrétomo, em laminas silanizadas.

2. Colocar as laminas na estufa, para haver
aderéncia do corte, por 20 minutos.

3. Desparafinar em trés passagens por xilol e
trés passagens por alcool absoluto. Lavar
em 4gua corrente.

4. Inibir a peroxidase enddgena com agua
oxigenada a 3% + metanol por 30
minutos — meio a meio (volume) -
lavar com agua.

5. Recuperacdo antigénica com tampéo
citrato em hanho-maria a 97°C por 40
minutos. Deixar esfriar até a temperatura
ambiente.

6. Lavar com dgua corrente mais agua desti-
lada.

7. Colocar imerso em BSA —albumina bovina
por 30 minutos.

8. Enxugar ao redor da 1amina e pingar o
anticorpo primério (especifico HPV) -
overnight.

9. Lavar em tampdo fris por 10 minutos.

10. Pingar o anticorpo secundario por

30 minutos.
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Figura | - Fotomicrografia do carcinoma epidermoide (com objetiva de 40x) de palato mole.
Evidéncia de nucleos hipercorados (pontos marrons com halo branco); células coilocitdticas
(coradas pela imunohistoquimica demonstrando presenca de HPV)

11. Lavar em tampdo fris por 10 minutos.

12. Pingar o estrep Anidina-Biotina por
30 minutos.

13. Lavar em tampdo fris por 10 minutos.

14. Lavar em agua destilada.

15. Revelar as laminas com DAB-diamino
henridino controlando sua positividade ao
microscopio por tempo indeterminado.

16. Lavar em 4gua corrente mais dgua
destilada.

17. Contra-corar com hematoxilina de Harris
por dois minutos.

18. Lavar em 4gua corrente mais dgua
destilada.

19. Desidratar, clarificar e montar com
hélsamo.

20. Aguardar alguns minutos para secagem.

21. Observar ao microscopio dptico.

Ao microscépio 6ptico AXIO PHOT
ZEISS (West Germany), com microfoto -
grafia e ampliacdo de 20 e 40 vezes, foi
observado o padrdo de coloragdo para
identificacdo viral que é predominantemente
nuclear, emhora possamos observa-lo tam-
hém em citoplasma e regido perinuclear de
células coilocitoticas. Estas células repre-
sentam a mudanca morfoldgica caracte-
ristica, induzida pela presenca do HPV.
S&0 células maduras da camada interme-
diaria ou da superficie do epitélio escamoso
caracterizadas por algumas anormalidades

citoldgicas, como nicleo aumentado e hiper-
crémico, levemente irregular, circundado
por uma larga zona clara citoplasmatica

(manchas); nas margens dessa mancha o

citoplasma aparece bastante denso. O nicleo
é geralmente singular, mas pode se apresen-
tar de forma dupla e raramente mdltipla®. No
carcinoma epidermaide, os ndcleos so hiper-
corados (pontos marrons com halo branco) e
células coilocitoticas que demostram a pre-
senca do HPV (Figura 1).

Para descricdo da casuistica utilizou-se
de estatisticas descritivas de acordo com o
tipo de varidvel. As varidveis continuas fo-
ram sumarizadas através das medidas de
tendéncia central e de variabilidade en-
quanto que as variaveis categoricas foram
representadas pela distribuicdo de freqtién-
cias absolutas e relativas.

O teste de hipdtese U de Mann-Whitney
foi utilizado para verificar as diferencas entre
asidades, sexo e HPV. Para testar as idades
com relacdo ao tipo histoldgico e ao local do
tumor o teste de KrusKal-Wallis foi adotado.

As associagdes entre tipo histoldgico e as
variaveis categoricas género, local do tumor e
entre 0 HPV e género, local do tumor e tipo
histologico foram verificadas através do teste
de freqiiéncias qui quadrado. Para todos o0s
testes o valor de p<0,05 foi considerado
significativo.
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ResuLTADOS

Dentre os 66 casos avaliados, houve a
predominancia do género masculino em
66,7% e a idade mediana foi de 60 anos. O
local mais freqlientemente acometido foi a
lingua em 48,5% dos casos e, de acordo com
a histopatologia, o carcinoma epidermoide
correspondeu a 57,6% (Tabela 1).

Em relagdo ao tipo histoldgico, houve
maior prevaléncia do carcinoma espinocelular
no sexo masculino, e a lingua foi a localizagdo
mais freqiiente, ndo havendo significancia
estatistica (Tabela 2).

A imunohistoquimica revelou a presenca
do DNA viral em 66, 7% dos casos (44/66). No
carcinoma epidermoide, a presenca foi detec-
tada em 44,7% de carcinoma epidermdide
(17/38), em 95% dos casos de hiperplasia
epitelial papilomatosa (19/20) e em todos os
casos de papiloma (8/8) (Tabela 3).

Os pacientes HPV positivos tinham idade
média de 51,1 anos e 0s negativos idade
média de 71,9 anos, sendo estatisticamente
significante (Tabela 4).

Quanto as correlagdes daidade com géne-
ro, local do tumor e tipo histoldgico, ocorreram
significncias estatisticas (Tabela 5) entre idade e
tipo histoldgico (p<0,0001). Pacientes mais
idosos (idade média de 69,9 anos) apresen-
tavam lesdo maligna (carcinoma epidermaide)
e pacientes mais jovens (idade média de 30
a 51 anos) apresentavam lesdes benignas
como hiperplasia e papiloma, respectiva-
mente. Nao houve correlagdo estatistica entre
idade, género, localizagdo e tipo histoldgico.

Finalmente, quanto a associagdo entre
HPV e varidveis como o género, local do
tumor e tipo histologico (Tabela 6), houve
significincia estatistica somente entre 0 HPV e
0 tipo histoldgico (p<0,001).

Discussio

Aliteratura envolvida nos Gltimos 20 anos
demonstrou que os estudos realizados neste
periodo revelaram a importancia do virus do
papiloma humano (HPV) em lesGes de cavida-
de bucal e orofaringe. A maioria absoluta dos
autores referidos acredita haver relagdo do
HPV com estas lesGes. Uns, de forma mais
conservadora, relatam que seria um fator
adicional (co-fator) ou, apenas, um agente de
proliferagdo celular; outros mais categoricos o
confirmam como agente etioldgico.
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Tabela | - Distribuicao das variaveis demograficas, clinicas e histopatologicas

Variavel
Género*

Categoria

Masculino
Feminino
|dade (anos)*
Local do tumor* Amigdala

Jugal

Labio

Lingua

Palato duro

Palato mole

Uvula

Labio

Lingua

Jugal

Outros

Carcinoma epidermide
Hiperplasia

Papiloma

Local da lesdo*
(agrupado)

Tipo histoldgico*

14 (66,7)
2 (333

58,0+228 (11-100)
3 (45)
11 (16,7)
11 (16,7)
2 (485)
3 (45)
4 (60)
2 (30)
11 (16,7)
2 (48.5)
11 (16,7)
12 (182)
3 (576)
2 (303)
8 (1)

* Freqiiéncia absoluta (% dentro do grupo); * média = 1Desvio padréo (imite inferior - limite superior)

Tabela 2 - Distribuicao das variaveis género e local do tumor de acordo com o tipo histologico

TIPO HISTOLOGICO
Varidvel Categoria CEC Hiperplasia Papiloma p*
n (%) n (%) n (%)
Género Masculino 26(68,4) 12(60,0) 6(75,0) 0,704
Feminino 12(31,6) 8(40,0) 2(25,0)
Local da Labio 7(184) 4(20,0) 0(0,0) NA
leséo Lingua 18(474) 8(40,0) 6(75,0)
Jugal 5(132) 6(30,0) 0(0,0)
Outros 8(21,0) 2(10,0) 2(25,0)

& Freqiéncia absoluta (% dentro do grupo); * Teste do qui quadrado, com significncia de 5%; CEC = Carcinoma epidermaide; NA = Néo avaliado

Tabela 3 - Distribuicao da variavel tipo histologico de acordo com a positividade para o HPY

HPV
Tipo histoldgico Total de casos positivo negativo
n (%) n (%)
Carcinoma epidermdide* 38 17(44,7) 21(55,3)
Hiperplasia® 20 19(95,0) 1(5,0)
Papilomat 8 8(100,0) 0(0,0)
Total® 66 44(66,7) 22(333)
& Fregiiéncia absoluta (% dentro do grupo); HPV = Virus do papiloma humano
Tabela 4 - Correlacao entre a idade e positividade para o HPV
Idade (anos) p*
Limites® Mediana Média = IDP
HPV negativo 28-100 770 719+176 0,0002
HPV positivo 11-86 56,0 511£212

& |dade minima e maxima; * Teste U de Mann-Whitney, com significancia de 5%; HPV = Virus do papiloma humano; DP = Desvio padréo
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Tabela 5 - Correlacao entre a idade e género, local do tumor e tipo histologico

Idade (anos) P
Limites® Mediana Média = IDP
Género
Masculino 14-92 60,0 5754214 0,7959*
Feminino 11-100 615 50,1+ 24,4
Local da lesdo
Labio 15-86 75,0 5794263 0,9580**
Lingua 26-100 60,0 593+213
Jugal 11-84 57,0 5474235
Outros 24-87 61,0 571,1+£225
Tipo histoldgico
CEC 28-100 745 69,9+154 0,0001**
Hiperplasia 11-77 51,0 46,3 +22,1
Papiloma 24-40 30,0 30,7+52

&dade minima e méaxima; *Teste U de Mann-Whitney, com significincia de 5%; **Teste de Kuskal-Wallis, com significincia de 5%;

CEC = Carcinoma epiderméide; DP = Desvio padréo

Tabela 6 - Distribuicao das variaveis género, local do tumor e tipo histoldgico
de acordo com positividade para o HPY

Variavel Categoria

Masculino
Feminino
Labio
Lingua
Jugal
Outros
CEC
Hiperplasia
Papiloma
Total

Género

Local da lesdo

Tipo histoldgico

HPV p*
negativo positivo
n (%) n (%)
14(63,6) 30(68,2) 0,712
8(36,4) 14(31,8)
6(27,3) 5(11,4) 0,416
10(45,5) 22(50,0)
3(13,6) 8(18,2)
3(13,6) 9(20,5)
21(65,4) 17(38,6) <0,0001
1(46) 19(432)
0(0,0 8(18,2)
22(100,0) 44(100,0)

& Freqiéncia absoluta (% dentro do grupo); * Teste do qui quadrado, com significincia de 5%; HPV = Virus do papiloma humano;

CEC = Carcinoma epidermoide

Acreditamos que os estudos’ sobre o
envolvimento do HPV na iniciagdo e progres-
sdo da neoplasia bucal tém gerado resultados
conflitantes. Esta discrepancia pode estar
relacionada principalmente as metodologias
aplicadas, cada qual com um grau variavel de
sensibilidade para detec¢éo do DNA viral.

Observamos que os estudos de identifi-
cacdo dos virus tém sido realizados pela utili-
zacdo de trés métodos basicos, ou seja, por
imunohistoquimica, pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e por hibridizacio®.

A técnica de imunohistoquimica é um
meio de diagndstico que pode ser utilizado em
material congelado, em bidpsias fixadas em
formol e em esfregacos citologicos. Ela identi-
fica 0s antigenos estruturais a lesao por HPV,
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mas ndo exprime informacdo Util sobre os
varios tipos deste®. Eventuais resultados falso-
negativos podem ocorrer, nos quais a proteina
da estrutura viral ndo é detectada, persistindo,
entretanto, 0 DNA viral.

No nosso trabalho, a imunohistoquimica
foi a técnica eleita por se tratar de bidpsias
fixadas em formol e ndo haver necessidade de
tipagem do HPV, mas de apenas identificar
a sua presenca no material biopsiado. A
op¢do pelo método foi em decorréncia da
fixacdo do material de bi6psia pelo formol.
Quanto a localizagdo, houve o predominio
da lingua (48,5%) em relagdo as demais,
sendo o carcinoma epidermoide prevalente
em 57,6% sobre a hiperplasia (30,3%) e o
papiloma (12,1%) (Tabela 1).

Com relagdo a localizagdo das lesdes,
nossos resultados evidenciaram que a lin-
gua e o latio apresentaram freqiiéncias de
47,4% e 18,4%, respectivamente (Tabela 2),
resultados estes que coincidem com 0s
estudos de Yamaguchi et al*®. Estes autores
realizaram um estudo em um grupo espe-
cifico da populacdo indiana, cujos indivi -
duos eram viciados em fumo hetel e masti-
gacdo de tabaco, que revelou que alingua
ndo foi o local de maior incidéncia para o
carcinoma epidermaide, e sim a bochecha.
Isso provavelmente é devido ao habito
de manter o fumo e o tabaco em contato
com a bochecha por um longo periodo de
tempo durante o ato de mascar.

Observamos ainda que a freqiiéncia do
carcinoma no sexo masculino foi duas ve-
zes maior que no sexo feminino (68,4%
dos casos versus 31,6%). Talvez possamos
enfatizar aqui os fatores de risco, como 0
alcool e o fumo, que sdo mais consumidos
pelo homem.

Quanto a distribuicdo histoldgica da
casuistica e a presenga do HPV, verificamos
(Tabela 3) o predominio nos papilomas
(100%), sequido das hiperplasias (95%) e
finalmente pelos carcinomas (44,7%), que
talvez possa ser explicado pelo aumento
de praticas sexuais orais, e, em se tratando
de lesBes benignas (papilomas e hiperplasias),
prevalecem em adolescentes e adultos jo-
venst?33, Ao lado disso, proteses mal-adapta-
das podem determinar o sangramento de
hiperplasias, apesar de sua menor freqiéncia
quando desenvolvida a partir do trauma
mecanico.

No que diz respeito a presenca de
positividade do HPV e a idade (Tabela 4),
aferimos uma mediana de 77 anos nos HPV-e
56 nos HPV*, valores estes significantes.

Finalmente, a variagdo de idade dos
pacientes com carcinomas epidermaides en-
volvidos neste estudo (Tabela 5) foi de 28 a
100 anos (mediana de 74,5 anos), enquanto
Que para as lesBes benignas foram encontradas
medianas de 51 anos nas hiperplasias e 30
anos nos papilomas, o que por si s6 demonstra
a precocidade da correlagdo do HPV com as
patologias benignas.

Nos papilomas, diversas técnicas de
identificacdo do DNA viral também tém sido
aplicadas e os resultados variam entre 12,5%
e 85%°%141516 Nesta patologia, encontramos
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0s resultados mais conflitantes, pois pesqui-
sadores, utilizando a mesma técnica de iden-
tificacdo viral, obtiveram resultados extre -
mamente diferentes. Entretanto, utilizando
a hibridizagdo, foram obtidos resultados
totalmente diferentes de positividade para
0 HPV, que variou de 12,5% e 85% °'.
Entretanto, com praticamente as mesmas
casuistica e técnica, foram encontradas 45%
(em 20 casos) e 51% (21 casos) de HPV
positivo®* e a presenca de HPV foi de 80%
nas lesdes hiperqueratoticas de cavidade
bucal®. Utilizando o PCR para analisar outras
casuisticas'®!5161" foram obtidas a positi -
vidade para 0 HPV em 68% de 19 casos 3,
0% de cinco casos®, 28,6% de sete casos e
40,7% de 27 casos*.

Observamos, portanto, que técnicas
distintas tém resultados diferentes inclusive
em trabalho com a mesma casuistica ,
obtendo-se resultados diversos, com 51%
de positividade quando por hibridizago e
57% por imunohistoquimica. Isso prova-
velmente ocorre devido ao grau de sensibi-
lidade de cada técnica para identificacdo do
DNA viral. Da mesma forma, as mesmas
técnicas apresentam resultados diferentes
provalvelmente devido a falta de confir -
magdo clinico-histoldgica da lesdo*?. Nestes
estudos, assim como no nosso, ndo houve
diferenciacdo entre os papilomas e 0S
condilomas ou as verrugas orais.

Hé pelo menos um consenso entre 0s
autores*¥1320 e 3 nossa pesquisa, no qual o
papiloma ocorreu no adulto jovem, apesar
da maior ocorréncia ter sido na segunda
década de vida. Outro fato coincidente
com aliteratura foi o local de acometimen-
to do papiloma, com predominio na lingua
em 75% dos casos.

CONCLUSOES

1. O desenvolvimento do papiloma da cavi-
dade bucal e orofaringe esta associado a
infeccdo pelo HPV.

2. As hiperplasias epiteliais papilomatosas
apresentam indices estatisticamente sig-
nificativos de associagdo com o HPV.

3. O HPV ndo apresentou correlagdo es-
tatistica significante com o carcinoma
epidermdide de cavidade bucal e
orofaringe.

Conflito de interesse: ndo ha.
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SUMMARY

HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV) INFECTION
AND ITS RELATION WITH SQUAMOUS CELL CAR-
CINOMA OF THE MOUTH AND OROPHARYNX.

Ogeective. To establish a connection between
infection by the human papilloma virus (HPV)
and development of malignant (squamous cell
carcinoma) and benign lesions (epithelial
hyperplasia papillomatosis and papilloma) of the
oral cavity and oropharynx.

MeTHoD. A retrospective study of 66
blades and paraffin blocks with biopsy tissue
fixed with formalin. This material, collected in
2002, refers to a group of 44 men (66.7%)
and 22 women (33.3%) with ages ranging
from 11 to 100 years, with confirmed diag-
noses of squamous cell carcinomain 38 cases,
of epithelial hyperplasia papillomatosis in
20 cases and of papillomas in 8 cases..This
material was analyzed by immunohistoche-
mistry and the presence of viral DNA in the
hiopsy samples was determined

ResuLts. Presence of the viral DNA (HPV)in
16 of the 38 cases of carcinoma (42.5%), 191in
20 cases of hyperplasia (95%) and 8 in 8 cases
of papilloma (100%) was detected.

Conctusion. The samples in this study
show the predominantincidence of the HPV in
the epithelial hyperplasia papillomatosis and
papilloma in relation to squamous cell carci-
noma. This last lesion, on the other hand, did
not show statistical correlation to the HPV.
[Rev Assoc Med 2004; 50(3): 252-6]

Kev worps: Human papillomavirus. Squamous
cell carcinoma. Hyperplasia epithelial papillo-
matosis. Papilloma Immunohistochemical.
Oral cavity and oropharynx.
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