Influéncia do HPV no desenvolvimento do carcinoma oral das células escamosas

I.INTRODUCAO

1. Cancro oral: bases do processo de cancerizacao, epidemiologia e factores de risco

O cancro da cabeca e pescoco, classificado como o sexto tumor maligno mais
prevalente em todo o mundo e com cerca de 900 mil casos diagnosticados anualmente,
apresenta, numa média de 48% de casos, o cancro oral como principal subtipo e que,
por sua vez, afecta estruturas que tornam possivel a execucdo de actividades
fundamentais como a comunicacao, respiracdo e mastigagdo. Assim, e de acordo com a
Classificacdo Internacional de Doencas (ICD10) os locais anatdmicos que poderdo ser
afectados pelo cancro oral sdo: labio (C00), base da lingua (CO1), outros locais
indeterminados da lingua (C02), gengivas (C03), assoalho da boca (C04), palato (C05),
outras partes indeterminadas da cavidade oral (C06), glandula parétida (CO7), outras e
ndo especificadas glandulas salivares maiores (C08), amigdalas (C09) e orofaringe
(C10). Importa ressalvar que ndo existe uma definicdo estandardizada entre os autores
qguanto a delimitacdo anatdmica exacta desta patologia, sendo mesmo causa de
inconsisténcias em alguns estudos; no entanto, a selecgdo das areas anteriormente
referidas parece ser a definicdo mais consensual nos artigos recentes consultados (Duray
et al. 2012; Noguti et al. 2012; Vargas-Ferreira et al. 2012; Lee et al. 2013).

Face aos elevados indices de mortalidade e morbilidade que se encontram associados a
patologia oncoldgica oral torna-se, impreterivelmente, necessaria a explanacdo das
bases moleculares do comportamento da célula cancerosa para um melhor entendimento
dos factores e manifestacdes clinicas que lhe estdo subjacentes e combater, desta forma,

a realidade supracitada através de abordagens mais efectivas.

De uma forma geral, ao processo de cancerizacdo estdo imbricados conceitos de
biologia celular e genética molecular complexos e, ainda, ndo totalmente esclarecidos.
No entanto, é possivel definir determinados eventos basicos para que este fendmeno

ocorra, independentemente do local que afecta.

De uma forma geral, o cancro é uma doenca primariamente causada por alteragdes

citogenéticas que evoluem através de varias mutagcdes somaticas, de caracter sequencial,
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resultando numa proliferacdo celular descontrolada. E importante sublinhar que a
maioria dos cancros segue o decorrer de eventos carcinogénicos numa Unica célula, ou
seja, ttm uma origem monoclonal, caracteristica esta que permite estabelecer a
diferenca entre as hiperplasias que, por sua vez, ttm uma origem policlonal (Feller et
al. 2010; Noguti et al. 2012).

A actuacdo do agente carcinogenico — fisico, quimico ou bioldgico — sobre o ADN das
células traduz-se em alteracGes de caracter irreversivel, sendo este processo designado
por iniciacdo. No entanto, importa ressalvar que a célula ndo possui, ainda, um cariz de
malignidade j& que as caracteristicas hereditarias que o conferem consistem numa
proliferacdo descontrolada — desrespeitando os parametros normais da divisdo celular —
e na invasdo e colonizacdo de locais anatdmicos destinados a outro tipo de células
(metastizacdo) o que, por sua vez, pressupde fragmentacdo e capacidade de percorrer a
corrente sanguinea e linfatica. Esta progressdo para a malignidade e a consequente
reducdo da adesao intercelular das células tumorais pela perda de E-caderina promove a
producdo de proteinas como a N-caderina que conduzem ao seu alongamento, alteracbes
na polaridade e moleculares que alteram o comportamento destas células. Assim, se a
iniciacdo se seguir a promocdo e afeccdo de genes determinantes, nomeadamente, de
protooncogenes promotores do crescimento, genes inibidores do crescimento dos
supressores do tumor, genes que regulam a apoptose e genes envolvidos no reparo do
ADN, ocorre transformacdo maligna pelas cumulativas mutacdes que se originam
(Alberts et al. 2004; Santos & Teixeira 2011).

Por conseguinte, as modificacdes cruciais para aquisicdo de malignidade pressupdem
evasdo da apoptose, em que os tumores adquirem a capacidade de resistir a morte
celular programada pela inactivagdo do gene p53 ou outros; auto-suficiéncia nos sinais
de crescimento, ou seja, existe actividade proliferativa sem necessidade de estimulos
exogenos, com evicgdo da senescéncia programada e diferenciacdo; insensibilidade aos
sinais inibidores do crescimento; defeitos no reparo do ADN e instabilidade genética;
potencial infinito de replicacdo adquirida pela preservacdo do comprimento e da funcao
dos telomeros; formacdo do aporte vascular induzida por diversos agentes, fendmeno
este designado por angiogénese; e, como supracitado, a capacidade de invadir e
metastizar. A carcinogénese pode, desta forma, ser perspectivada como um processo

evolutivo e darwiniano em que as mutagdes adquiridas, progressivamente, conferem as
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celulas transformadas um potencial de crescimento e dominancia em relagdo as células
saudaveis envolvente, resultando, ao longo do tempo, numa representacdo aumentada

das primeiras, no tecido afectado (Feller et al. 2012).

Assim, as alteracdes genéticas acumuladas resultam, regularmente, numa progressao
pelos estadios neoplasicos — benigno, pré-maligno e maligno — sendo que, em cada um,
a célula adquire mais uma mutacdo que, dependendo do ambiente e das barreiras do

mesmo, Ihe conferird ou ndo, uma vantagem selectiva perante as restantes.

No mesmo contexto surgem dois conceitos importantes, e opostos no seu significado,
a ter em consideracdo na abordagem ao cancro — anaplasia e diferenciacdo — e remetem,
por sua vez, para 0 grau de comparabilidade morfoldgica e funcional em relacdo as
células normais. Apesar de ndo se constituir numa regra de distin¢do exacta, a realidade
aponta para a ocorréncia predominante de tumores benignos diferenciados, em oposi¢édo
aos malignos que sdo tendencialmente anaplasicos, ou seja, ndo diferenciados, ao
apresentarem evidéncias como pleomorfismo — variacdo de tamanho e forma —
morfologia nuclear anormal com hipercromasia do nucleo e mitoses abundantes como
indicador da actividade proliferativa das células parenquimatosas (Alberts et al.
2004)(Paramio 2011).

A literatura refere vérios agentes que estdo na origem ou, de alguma forma,
contribuem para o desenvolvimento da patologia oncolégica oral — radiacdo ultra-
violeta, deficiéncia de ferro, sindrome de Plummer-Vinson, proteses desajustadas, etc. —
mas aponta, como os dois principais responsaveis, o tabaco e o alcool. Varios autores
sublinham, de igual forma, o efeito sinergético que é verificado entre estes dois
elementos e a sua aptiddo em potenciar o processo de carcinogénese pela capacidade
demonstrada pelo &lcool em agir como um solvente dos constituintes do tabaco —
nomeadamente a nitrosamina e os hidrocarbonetos policiclicos — que, por sua vez,
induzem alteracfes nas bases de guanina dos nucleoétidos do gene p53, um importante
supressor tumoral (Wittekindt, C. et al., 2012).

Importa, no entanto, ressalvar que o desenvolvimento da patologia oncolégica oral é
complexa ao ter por base uma etiologia endégena — genética — ou exdgena — ambiental e

comportamental — de forma isolada ou em associagio. E neste contexto que, no século
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XXI, o conceito dominante do alcool e tabaco como factores principais no processo de
carcinogénese é alargado para outros dominios, nomeadamente o da virologia, sendo
inegavel a contribuicdo continua das técnicas cientificas no reconhecimento de novos
subtipos de cancro da cabeca e pescoco e dos seus diferentes processos de formagéo
(Cardesa & Nadal 2011).

A incidéncia e taxa de mortalidade do cancro oral representam instrumentos essenciais
na abordagem a esta patologia ja que, implicitos a estes dados, se encontra informacao
sobre estadios de diagndstico, capacidade dos servicos de salde, tecnologia disponivel e
programas de saude a desenvolver. Apesar de apresentar variagdes geograficas, a
incidéncia global da oncologia oral € de aproximadamente 3% no sexo masculino e 2%
no sexo feminino, na totalidade dos tumores malignos. Acomete, principalmente,
individuos a partir da 62 década de vida e apresenta uma das taxas mais baixas de
sobrevivéncia num periodo de 5 anos, de apenas 50%. De facto, em cerca de 40% dos
pacientes ocorrem metastases para o0s ganglios linfaticos, sendo que as suas
manifestacdes clinicas ndo sdo detectaveis em 15 a 34% dos casos (Khalili 2008;
Silveira et al. 2012; Noguti et al. 2012).

Em Portugal, o cancro oral afigura-se como uma patologia relativamente frequente e
com uma taxa de mortalidade elevada. Em 2006, o Registo Oncoldgico Nacional
assinala uma incidéncia de 15,72/100 000 habitantes para o sexo masculino e 5,5/100
000 para o sexo feminino, sendo a lingua e a boca (que, por sua vez, inclui gengiva,
pavimento da boca, palato e trigono retromolar), os locais mais afectados (Registo
Oncoldgico Nacional, 2006; Santos, L. L., & Teixeira, L. M.; 2011). De referir que
foram consideradas para os valores supracitados as areas de C00 a C10 que inclui,
segundo a definicdo de cancro oral, as regiGes anatdbmicas acometidas por esta patologia
(Tabela I.1). De igual forma, importa sublinhar que é mais frequente no sexo masculino,

embora 0s casos no género feminino estejam a aumentar um pouco por todo o mundo.

Em 2011, na regido Norte, 4,8% dos tumores malignos acometeram a cavidade oral e
faringe, com maior incidéncia no sexo masculino (8% para 1,7%). A localizacdo com a
taxa mais elevada de incidéncia foi a lingua e a boca, tal como verificado no panorama
nacional (RORENO, 2011).
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A sobrevivéncia dos doentes diagnosticados em 2005-2006, ao fim de 5 anos, nesta
regido do pais ainda é baixa com valores de 37,8% nos homens para 51,4% nas
mulheres. De igual forma, o diagnostico da patologia oncoldgica nestas regides
anatomicas ainda permanece tardio, ja que, de acordo com o Registo Oncoldgico do
IPO Porto, no ano de 2008, a detecgdo foi efectuada quando o tumor maligno se
encontrava numa fase avangada — doenca ndo ressecavel ou metastizada — em cerca de
77% dos casos na lingua e 62% noutras regides bucais (RORENO, 2008).

Nos Ultimos anos, taxas de incidéncia de varios paises reportaram uma diminuicdo de
todos os carcinomas da regido da cabeca e pescogo. De acordo com Wittekindt et al.,
2012, no carcinoma da cavidade oral e faringe, apds uma subida significativa até 1990,
as taxas de morbilidade e mortalidade diminuiram nos homens e mantiveram-se
relativamente constantes nas mulheres, o que pode ser explicado pela diminui¢do do
namero de fumadores nos ultimos anos. Em Portugal, o Registo Nacional Oncoldgico
de 2001 aponta para uma taxa de incidéncia de tumores malignos orais de 15,3/100 000
nos homens e 3,6/100 000 nas mulheres, 0 que, comparando com o registo de 2006, se
verifica que houve um aumento de casos registados. (Registo Oncoldgico Nacional,
2001) (Tabela I.1).

Outros autores sublinham, de igual forma, que apesar do consumo de alcool e tabaco
ter diminuido, a incidéncia de carcinoma oral das células escamosas, um subtipo do
cancro oral, permanece elevado, afectando um grupo de pacientes sem exposi¢ao aos
factores de risco classicos e com predileccdo pelas amigdalas e base da lingua. De igual
forma, afecta individuos numa faixa etaria mais nova, abaixo da 5* década de vida
(Zengel et al. 2012).

Através da analise dos dados do Registo Oncoldgico Nacional de 2001 e 2006, é
possivel observar que a taxa de incidéncia por grupos etarios ndo varia muito,
apresentando neste Gltimo ano um discreto aumento de casos diagnosticados em faixas

etarias mais jovens.
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Tabela 1. Taxa de incidéncia do cancro oral (por 100 000 habitantes) por género e

localizacdo, em Portugal, no ano 2001 e 2006

Taxa de incidéncia Taxa de incidéncia
Taxa de incidéncia padronizada padronizada (populagéo
Topografia (populacédo europeia) mundial)
2001 2006 2001 2006 2001 2006

H M H M H M H M H M H M
C00 L&bio 23 08 2,75 115 21 06 230 063 14 04 158 0,38

C01-02 06 293 0,58
46 12 424 121 43 09 392 084 32

Lingua

C03-06 04 267 092
45 0,8 4 165 42 06 364 127 3,1

Boca

Co7 04 057 0,65

Glandulas 1 06 092 1,12 09 05 079 087 06

salivares

C09 01 1,48 0,15
] 16 01 209 026 15 01 19 021 1.2

Amigdala

C10 0,04 1,25 0,05

Orofaringe 13 01 172 011 12 01 164 008 09
e outros

(adaptado de Registo Oncoldgico Nacional 2001 e 2006)

i. Carcinoma oral das células escamosas

O carcinoma oral das células escamosas (CCE), tumor maligno de natureza epitelial,
representa o principal tipo histolégico de cancro oral, assomando cerca de 90% dos
casos diagnosticados. Designado por alguns autores como carcinoma epidermoide ou
espinocelular, representa uma neoplasia com origem no epitélio escamoso

(pavimentoso) ou com caracteristicas morfoldgicas semelhantes a este (SA 2008).
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Figura 1. Taxa de incidéncia de cancro oral por 100 000, registados por
grupo etario em 2001 e 2006 em Portugal
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(adaptado de Registo Oncol6gico Nacional 2001e 2006)

Importa sublinhar que o epitélio oral é pavimentoso estratificado, queratinizado em
areas sujeitas a forcas mastigatorias, existindo, sob o mesmo, tecido conjuntivo que
engloba a lamina propria, e com camadas designadas por basal, espinhosa, granular e

queratinizada (Junqueira & Carneiro 2004).

No CCE, apesar do local de inicio ser a regido basal do epitélio pavimentoso
estratificado, as células acumulam-se na camada intermediaria, adquirindo uma
aparéncia escamosa. Podem, muitas vezes, afigurar-se como o estadio ultimo das
alteragBes do epitélio escamoso estratificado, desde a fase inicial de displasia epitelial
até as mesmas romperem a membrana basal e invadirem o tecido conjuntivo; ou, por
outro lado, também podem surgir “de novo”, a partir do epitélio escamoso estratificado
de revestimento e sem terem uma fase pré-maligna prolongada. Assim, por outras
palavras, estes tumores malignos podem surgir como uma lesdo primaria que se
originou na cavidade bucal, como uma metéstase de um local anatémico distante ou

como uma extensdo que provenha de um sitio adjacente a estrutura.

A complexidade de manifestacdes clinicas e causa multifatorial que evidencia nao
contribuem para a obtencdo de um diagndstico precoce. De facto, a realidade aponta
para uma constancia de nimeros no que diz respeito a sobrevivéncia global aos 5 anos e

gue rondam, por sua vez, apenas 45% apesar dos progressos marcantes verificados no
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modo de actuacdo terapéutica, tanto na area cirargica como nas outras modalidades de
tratamento (quimioterapia e radioterapia) (Khalili 2008; Larsen et al. 2009; Tanaka et al.
2011).

Em acréscimo, o conceito de "cancerizagdo em campo” introduzido, em 1953, por
Slaughter et al. sugere a existéncia de alteracBes histoldgicas no epitélio em torno dos
tumores o que explica, em partes, o aparecimento de recorréncias mesmo ap0s
tratamento cirurgico excisional. Esta teoria propde, assim, uma afectacdo multifocal
pelo agente carcinogénico o que representa, por sua vez, um desafio para 0s

profissionais de saude e implica um follow-up dos pacientes de alto risco (Jayam 2010).

Ii. Motivagéo e objectivos

A reducdo de casos de cancro da cabeca e pescoco associados ao decréscimo do
consumo de tabaco, com um aumento simultaneo de patologia oncolégica na orofaringe,
principalmente em faixas etarias mais jovens, suscitaram o interesse em investigar os
cerca de 15% a 20% dos individuos que ndo apresentavam o historial tdxico

supracitado.

Numa abordagem inicial a literatura disponivel, artigos recentes apontaram para a
presenca do virus do papiloma humano (HPV) — agente fortemente associado a
patologia oncoldgica ano-genital e transmitido através de conduta sexual — em 25% dos
cancros da cabeca e pescoco, com cerca de 30 mil casos anuais a afectar
especificamente a base da lingua e amigdalas. De facto, ja na década de 80 esta relacédo
tinha sido proposta, apresentando como base cientifica a afinidade do virus para as
células epiteliais e a semelhanca das lesbes manifestadas a nivel oral e genital, com
alguns autores a atentarem, de igual forma, para uma consistente evidencia molecular do
HPV como agente causal pela expressdo de trés oncoproteinas virais E5, E6 e E7
(D’Souza, G. & Dempsey, A., 2011; Zengel, P. et al., 2012).

A descoberta de um agente viral como base etiol6gica de um tumor representaria,
desde esse momento, um passo vital no entendimento da biopatologia do cancro oral,

permeando o caminho para medidas de prevencéo e tratamento mais eficazes (Chung,
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C.H. & Gillison, M.L., 2009; Bertolus, C. et al., 2012). Até ao momento foram
identificados cerca de 120 tipos de HPV categorizados em baixo e alto risco de acordo
com o seu potencial oncogenico, sendo 0 16 e 18 os mais frequentemente detectados em
cancros potencialmente relacionados com este virus (Prabhu, S.R. & Wilson, D.F.,
2013).

No entanto, 0 HPV como agente etiologico para o desenvolvimento de cancro oral é,
actualmente, objecto de debate e controveérsia, principalmente pelo amplo espectro de
valores de ADN viral detectado nas lesbes (que pode variar consoante 0 método de
diagnostico aplicado e apresentar valores desde 1% a 100%) e pela falta de clareza dos
estudos em definir se os locais de afeccdo se confinam apenas a cavidade oral,
orofaringe ou outros (Chung, C.H. e Gillison, M.L., 2009; Bertolus, C. et al., 2012;
Martin-Hernan, F. et al., 2013).

Tendo em consideracdo a realidade supracitada surge justificado o propdsito da
presente revisao bibliografica ao procurar clarificar como actua verdadeiramente o
HPV, quais as suas caracteristicas clinicas e mecanismos de infeccdo, as limitacdes e
vantagens da sua deteccdo. Desta forma, procura-se, através da andlise de estudos
recentes, proporcionar o confronto dos argumentos das duas vertentes de opinido sobre
se existe, de facto, uma relacdo significativa do virus com o cancro oral, comparando,

de igual forma, o prognéstico e manifestacdo clinica com os casos HPV-negativos.

Uma vez que o cancro oral apresenta uma taxa de mortalidade e morbilidade
acentuadas e que as mesmas estdo dependentes do estadio em que é detectado torna-se
evidente a importancia da deteccdo precoce desta patologia. Ao satisfazer todos os
critérios para ser considerada uma condicao crénica, o cancro oral implica uma actuacéo
proactiva e uma das formas de aumentar a taxa de sobrevivéncia e garantir uma melhor
qualidade de vida dos pacientes, com 0 minimo de sequelas, implica um exame rigoroso
e atento. Apesar da complexidade e diversidade de sintomas que podem adiar a suspeita
de um diagnostico de patologia oncoldgica, 0 médico dentista € o profissional de satde
que retne o melhor corpo de conhecimentos e capacidades para fazer o exame exo e
endo-bucal, reforcando a sua responsabilidade e papel preponderante no dmbito do

cancro oral e a necessidade de se manter actualizado.
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iii. Métodos e instrumentos de pesquisa

No sentido de responder as questdes previamente delineadas foram pesquisados
artigos cientificos publicados a partir de 2008, utilizando PubMed e Science Direct
como motores de busca. As palavras-chave utilizadas foram oral cancer, human
papillomavirus, squamous cell carcinoma, cancerization, pathobiology, koilocitosis e
risk factors, sendo aplicadas de forma isolada ou em combinacdo. Os critérios de
inclusdo anteriormente estabelecidos foram: artigos escritos em Portugués, Inglés e
Espanhol e acesso a versdo completa. De igual forma, apos a leitura dos abstracts foram
eliminados aqueles que, apesar de preencherem os critérios, se evadiam, de alguma

forma, das questdes a estudar.

Para complementar a pesquisa foram também consultados livros, revistas cientificas e
dissertacdes disponiveis online e existentes nas bibliotecas da Universidade Fernando
Pessoa e Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do Porto. De igual forma
foram estabelecidos contactos com diversos profissionais do Instituto Portugués de
Oncologia Francisco Gentil (IPO-Porto), nomeadamente dos Servicos de

Epidemiologia, Virologia, Anatomia Patoldgica e Biblioteca.
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1. DESENVOLVIMENTO

1. CARCINOMA DAS CELULAS ESCAMOSAS E HPV

Ao HPV é atribuida a responsabilidade de cerca de 5,25% da patologia oncoldgica que
afecta os seres humanos, incluindo o cancro ano-genital — exaustivamente estudado e
conhecido no ambito da epidemiologia, mecanismos de infecgdo e comportamento — e,
mais recentemente, o cancro oral, em concreto o que afecta a orofaringe (Chung et al.
2013).

A pesquisa por uma causa infecciosa, a semelhanca de outras patologias como o
cancro hepatico e infeccdo por virus da hepatite B ou C, lancou o mote para a
investigacdo que tem sido desenvolvida nos Gltimos anos (Bertolus et al. 2012; O’Rorke
etal. 2012).

A associacdo entre o virus do papiloma humano e o CCE foi inicialmente sugerida por
uma equipa de investigadores finlandeses, liderada por Stina Syrjanen, em 1983, ao
observarem que, em cerca de 40% dos cancros orais em analise, existiam semelhancas
histo-morfologicas com lesdes do cblo do uteroassociadas ao HPV (Goon et al. 2009).
No seguimento desta investigagdo, outros autores apoiaram a teoria proposta por
Syrjanen et al. com base em varios argumentos, nomeadamente: o tropismo, claramente
comprovado, do HPV pelos tecidos epiteliais; as semelhancas entre o epitélio
orofaringeo e genital; a capacidade de imortalizar queratindcitos orais humanos, in
vitro; o papel fortemente confirmado do HPV de alto risco no desenvolvimento do
carcinoma das células escamosas do colo do Utero; e a detec¢do de HPV de alto risco
em amostras orais de CCE (Pannone et al. 2011).

Desde entdo, a evidéncia epidemioldgica e estudos moleculares tém confluido no
sentido de consolidar a relagdo previamente estabelecida entre o virus e a presente
patologia oncoldgica. Durante muitos anos, os principais factores de risco comprovados
para o desenvolvimento de CCE reportaram-se aos elementos nocivos do tabaco e do
alcool, isoladamente ou actuando em sinergia. Os casos de carcinoma da cabega e

pescoco compreendiam um grupo uniforme, sendo que as variagBes na incidéncia e
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localiza¢do anatémica eram imputadas as diferencgas culturais nos habitos de ingestao e
consumo de alcool e tabaco. No entanto, nos Ultimos anos, os dados epidemiolégicos
revelaram que a taxa de incidéncia de cancro da cabeca e pescoco apresentou valores
mais baixos, tendéncia esta que foi acompanhada pelo decréscimo no consumo dos
agentes acima referidos. Em forte oposi¢cdo, um grupo particular de patologia
oncolégica — aquela que afecta a base da lingua e amigdalas (orofaringe) — aumentou
progressivamente, afectando um grupo particular de individuos com caracteristicas
demogréficas diferentes (Cardesa & Nadal 2011).

Nos Estados Unidos, por exemplo, entre 1973 e 1995 assistiu-se a um aumento de
cancro orofaringeo, em 2 a 3% por ano, inicialmente em homens abaixo dos 60 anos de
idade, mesmo perante uma diminui¢do do consumo de tabaco e alcool. Noutros paises
da Europa foi possivel observar, de igual forma, um aumento de cancro orofaringeo,
afectando, contudo, os dois sexos. Um estudo na Suécia indicou, ainda, que a proporgao
de cancros orofaringeos neste pais, associados ao HPV, aumentou de 23% para 93%, no
periodo de 1970 a 2007 (D’Souza & Dempsey 2011).

Os dados mais recentes realcam, assim, o importante papel do HPV como agente
causal, ndo apenas porque 0 nimero de casos reportados de tumores da cabeca e
pescoco associados ao alcool e tabaco tém diminuido, mas também pelo aumento da
taxa de incidéncia de cancro orofaringeo associado ao virus. Em 2011, International
Agency of Cancer Research (IARC) declara, neste contexto, que existe, de facto,
evidéncia suficiente para associar o HPV, nomeadamente o tipo 16, ao cancro oral
(D’Souza & Dempsey 2011; Rautava & Syrjanen 2012).

Os casos de cancro associados a esta entidade virica tém subjacente, segundo varios
autores, diferentes comportamentos de risco, tendéncias demograficas, caracteristicas
histoldgicas e especificidades genéticas. Os individuos com CCE tendem a ser mais
jovens e sem os factores de risco classicos associados (ou com baixo consumo dos
mesmos), apresentando varias semelhangas com casos de carcinoma das células

escamosas do colo do utero (Martin-Hernan et al. 2013).

A infeccdo por HPV é a mais comum das doencas sexualmente transmissiveis,
apresentando um periodo de incubacéo variavel e que pode resultar no desenvolvimento

de uma infeccdo latente com um ndmero reduzido de cdpias de ADN virico ou numa
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infecgdo subclinica activa, mas desprovida de sinais clinicos. No entanto, de acordo
com Wittekindt et al. (2012), apesar da infecgdo poder ser combatida pelo sistema
imune, em alguns casos a infec¢do pode tornar-se persistente e evoluir para uma leséo

pré-maligna ou maligna (Wittekindt et al. 2012).

A pele ou mucosa sem solucdo de continuidade sdo resistentes a inoculagdo. Por
conseguinte, apenas perante falhas na integridade dos epitélios é que o HPV tem a
capacidade de invadir e infectar a camada basal, mais especificamente, o nlcleo destas
células (Prabhu & Wilson, 2013)

Sendo 0 modo de transmissdo do HPV predominantemente por via sexual, os factores
de risco associados e, de igual forma, semelhantes ao carcinoma das células escamosas
do colo utero, estdo relacionados com o numero de parceiros sexuais, idade jovem
aquando da primeira relacdo sexual, pratica de sexo oral e historial de verrugas genitais
em idade precoce. Importa ressalvar que a par destas fontes de transmissao horizontal,
alguns autores apontam para uma transmissao vertical — in utero — em cerca de 20% dos
casos, pela contaminagdo do fluido amnidtico, células placentarias ou sangue do corddo
umbilical e, ainda, a possibilidade de auto-inoculacdo (Pannone et al. 2011; Grenman &
Syrja 2012).

A teoria virica proposta como estando na base do desenvolvimento do CCE é geradora
de opinides divergentes, sobretudo pelas inconsisténcias verificadas nos meios de
deteccdo do virus e delimitacdo das areas anatomicas afectadas. No entanto, antes de se
expor as inconsisténcias apontadas por alguns autores, €, antes de mais, relevante
proceder a explanacao de determinados parametros sobre o HPV ( Bertolus et al. 2012;
Bledsoe et al. 2013).

I. HPV

a) Estrutura do virus e sua classificagéo

Actualmente reconhecem-se cerca de 150 tipos de HPV, 120 dos quais ja se encontram

totalmente sequenciados, e que estdo divididos, de acordo com a sua afinidade para
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locais especificos do epitélio, em mucosatropicos (género alfa, afectando a mucosa da
orofaringe e trato ano-genital) ou cutaneos (género beta, e que afecta a pele). De acordo
com o seu potencial oncogénico os virus mucosatropicos podem ser classificados como
“baixo” ou “alto” risco, sendo estes ultimos encontrados, maioritariamente, em lesdes
pré-cancerosas ou cancerosas e incluem varios tipos, dos quais o 16 (85 a 90% dos
casos) e 18 sdo os mais frequentemente encontrados. E importante referir que as estirpes
de HPV de baixo risco também podem provocar lesdes orais, lesdes essas que incluem o
papiloma das células escamosas, a verruga vulgaris, condiloma acuminatum, hiperplasia
epitelial multifocal e a verruga oral. Estas lesbes tém sido descritas em pacientes
infetados por HPV como resultado de diversas anormalidades imunitarias (Rampias et
al. 2013; Letian & Tianyu 2010; Krane 2013; Falaki et al. 2011). (Tabela 2)

Tabela 2. Tipos de HPV e classificagdo actual de acordo com capacidade de inducdo de
malignidade

Baixo risco Alto risco

6,11, 42, 43, 44 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58

LesBes ndo malignas e lesdes verrugosas 5 ’
: LesBes pré cancerosas e cancerosas
benignas

(adaptado de Rautava & Syrjanen 2012)

O HPV, virus ndo envelopados e com capacidade para infectar células epiteliais,
apresentam cerca de 55nm de diametro e integram, segundo o International Committee
on the Taxonomy of Viruses, uma familia taxonémica distinta — a Papillomaviridae. A
capside, que envolve a pequena cadeia dupla de ADN circular que constitui o genoma
viral e que possui cerca de 8000 pb e 8 fases de leitura aberta (ORF), é composta por
duas proteinas virais codificadas, L1 e L2, sendo a primeira a mais importante e
responsavel pela ligacdo inicial a superficie celular. Importa ressalvar que os tipos,
subtipos e variantes de HPV séo estabelecidos de acordo com o grau de variabilidade na
sequéncia do gene que codifica a proteina L1, num pequeno intervalo que pode ir de 2 a

10 %, j& que este é o0 que apresenta um maior nivel de conservagdo quando comparado
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com os restantes. (Syrjanen et al. 2011; Rautava & Syrjédnen 2012; Chung et al. 2013;
Rampias et al. 2013).

O genoma do HPV codifica até dez tipos de proteinas e, de acordo com a funcao das
mesmas, pode dividir-se em 3 areas de comprimentos diferentes: uma regido de 4000 pb
responsavel pela codificagdo de proteinas envolvidas na replicagdo do virus e
transformacéo celular; uma sequéncia de 3000 pb que codifica proteinas estruturais; e,
por fim, uma regido ndo codificante que contém elementos que regulam a replicacédo e

transcricdo (Rampias et al. 2013) (Figura 2).

LCR \

Figura 2. Organizagdo do genoma do HPV.

1
Proteinas E1 e E2 — funcBes reguladoras — E6 e E7
£l
HPV 16 — fungdes de transformacdo celular; E4 — sem
(7.905pb) funcdo conhecida; E5 — hidrofébica, aumenta a
A imortalidade da célula; L1 e L2 — proteinas da

capside (adaptado de Abreu et al. 2012)

E4

As sequéncias codificantes do genoma viral foram classificadas com base no programa
de diferenciacdo da célula hospedeira, de modo que, a nivel funcional, sdo identificadas
como early ou precoces (E1, E2, E4, E5, E5, E6, E7), late ou tardias (L1 e L2) e, entre
L1 e E6, ou seja, a montante das ORF’s, existe a long control region ou regido ndo
codificante, como ja mencionado, e que representa, por sua vez, a zona do genoma viral
com maior grau de variabilidade (Figura 3). Entre as proteinas virais precoces é
possivel, ainda, fazer uma distingdo em oncogénicas — E5, E6 e E7 — e ndo oncogeénicas
— E1, E2 e E4, sendo que a funcdo da E3 e E8, encontradas em alguns tipos de HPV
ainda permanece desconhecida (Horvath et al. 2010; Feller et al. 2010; Schiller et al.
2010; Syrjanen 2010).

o8 Figura 3. Regido LCR
— ou ndo codificante do
sP1 TATA
I 4 —g--E2¢l HPV  (adaptado  de
L1 E2 potenciador E2 E1 E2E2 E6
B Rautava & Syrjanen 2012)
origem de replicacdo
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As proteinas E1 e E2 estdo implicadas na replicagdo do ADN viral, formando um
complexo que se liga a sequéncias na origem de replicacdo do virus e recrutando
polimerases celulares e outras proteinas acessorias indispensaveis para a ocorréncia
deste evento. E1 e E2 sdo também responsaveis por manter o ADN do HPV na forma de
epissoma durante a infeccdo inicial ou na fase de laténcia, na camada basal (Rampias et
al. 2013).

As ORF’s mais conservadas sdo as que codificam a E1, proteina oncogénica de
aproximadamente 68kDa e com uma expressdo em baixos niveis nas células infectadas
pelo virus. Esta proteina exibe actividade ATPase e helicase, reconhecendo sequéncias
ricas em adenosina-timina (A-T) na origem da replicacdo do HPV, que estdo proximas

dos locais de iniciagdo da transcri¢do precoce (Rautava & Syrjanen 2012).

A proteina E2, por sua vez, também desempenha um papel importante na separacéo do
genoma viral durante a divisao celular — ao ligar-se, simultaneamente, a0 genoma e as
proteinas associadas & cromatina, vai permitir a correcta segregacdo pelas células-filhas.
De igual forma, tem também um papel regulador na expressdo de E6 e E7,
coordenando, assim a replicacdo viral. O papel da proteina E4 é a de facilitar o
empacotamento do genoma, maturacdo das particulas virais, destruicdo dos filamentos
de citoqueratina e interaccdo com o ARN (Chung & Gillison 2009; Vande Pol &
Klingelhutz 2013; Yamakawa-kakuta et al. 2009)

Das designadas proteinas oncogénicas, a E6 e E7 sdo os elementos fundamentais no
desenvolvimento do processo de carcinogénese ao suprimir os genes TP53 e RB1 cujos
produtos sdo, respectivamente, a p53 e a pRB, 0 que conduz a defeitos na apoptose, nos
mecanismos de reparacdo do ADN e na regulacdo do ciclo celular, e que, por fim,
culmina na transformacdo maligna da célula. Mais especificamente, a proteina E6
conecta-se a p53 agindo como uma ubiquitina ligase, impedindo-a de exercer as
seguintes fungdes: controlo da transicdo da fase G1 para a fase S, mediacdo da
proliferacéo celular em resposta a estimulos mitogénicos, interrupcéo do ciclo celular na
fase G1 perante erros no ADN e inducdo da apoptose quando existem danos no material
genético que ndo podem ser reparados (Syrjanen 2010; Rautava & Syrjanen 2012;
Francis et al. 2013; Angiero et al. 2013).
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Por sua vez, a E7, ao conectar-se a pRb, impede que a sua fungdo reguladora desta
proteina seja exercida. A pRb, na sua forma néo fosforilada, ao formar um complexo
com o factor de transcricdo E2F, impede o avanco do ciclo celular para a fase S, sempre
que necessario. Na progressao para a fase S, as cinases dependentes de ciclinas (CDKSs)
fosforilam a pRb, levando a libertacdo de E2F, o que permite a transcricdo de genes
envolvidos na sintese de ADN e proliferacdo celular. A E7, por sua vez, conecta-se a
forma ndo fosforilada da pRb, e interfere com a sua fungdo de regulacdo do ciclo
celular, condicionando a sua ligacdo ao factor de transcricdo E2F, o que possibilita a
activacdo constitutiva dos genes alvo envolvidos na progressdao do ciclo celular. A
proteina E7, nomeadamente a que se encontra presente nos tipos 16 e 18 (alto risco),
exibe, de igual forma, a capacidade de diminuir a expressdao do complexo major de
histocompatibilidade I (MHC 1), interferindo com a apresentacdo de antigénios o que,
por sua vez, resulta numa desregulacéo da resposta imunitéaria da célula, permitindo que
0 HPV persista nos tecidos afectados. A supressao da pRb pela E7 resulta na expressdo
aumentada da pl16, um inibidor da cinase dependente de ciclina, podendo, segundo
alguns autores, ser utilizada como biomarcador para tumores associados ao HPV
(Francis et al. 2013; Yamakawa-kakuta et al. 2009; Mendelsohn et al. 2010).

A proteina E5, por sua vez, interage com os receptores dos factores de crescimento —
EGFR, PDGFR e CSF-1R - e estimula a proliferacdo celular, inibindo,
simultaneamente, a apoptose ap6s lesdo do ADN, desempenhando, aparentemente, um
importante papel apenas na fase inicial da infec¢do. De facto, a medida que as lesbes
associadas a infeccdo por HPV progridem até cancro, o ADN viral € incorporado no
genoma da célula hospedeira e uma parte substancial do material genético viral sofre
deleccdo, incluindo a sequéncia codificadora da E5 (Feller et al. 2010; Rautava &
Syrjanen 2012; Feller et al. 2013).

17



Influéncia do HPV no desenvolvimento do carcinoma oral das células escamosas

b) Ciclo de vida do HPV, mecanismo de infeccdo e transformagdo maligna celular

De uma forma geral, o ciclo de vida do HPV, complexo e dependente de factores de
diferenciacéo expressos pelas varias camadas do epitélio, inicia-se perante uma infec¢édo
aguda num tecido sujeito a algum trauma ou abrasdo. As células do epitélio, por sua
vez, compreendem duas populagdes — “a progenitora” e em “matura¢do”. As primeiras
tém a funcdo de produzir células basais e conservar o potencial proliferativo do tecido,
aumentando, através de divisdes mitdticas, o numero de células disponiveis para o
processo subsequente; situam-se no estrato germinativo, na camada basal dos epitélios
finos (pavimento da boca) e nas camadas mais profundas dos epitélios espessos (regido
jugal e palato). Uma porcdo de células que se deslocam para a superficie séo, entdo,
submetidas ao processo de maturacdo que, a nivel da mucosa oral, segue a via da
queratinizacdo ou nao-queratinizacdo. O epitélio fino, ndo queratinizado, como o do
pavimento da boca e face ventral da lingua, renova mais rapidamente que o epitélio
espesso queratinizado, como o do palato duro e gengiva, uma vez que a taxa de
proliferacdo de queratindcitos basais € mais elevada no primeiro. O risco de ocorrerem
mutacdes €, portanto, maior no epitélio ndo queratinizado (Feller et al. 2013; Paramio
2011).

As alteracdes que se verificam nos queratindcitos, a medida que progridem da camada
basal para a superficie epitelial, fornecem um ambiente Optimo para uma replicacdo
celular produtiva, responsavel por transforma-los em células permissivas. Inicialmente o
HPV infecta células basais indiferenciadas designadas por células-alvo que, por sua vez,
possuem a maior capacidade de proliferacdo. Uma vez na célula-alvo, onde a presenca e
ligacdo ao receptor alfa-6 integrina é fundamental, o ADN viral é transportado para o
nacleo onde sera mantido sob a forma de epissoma — assim, o0 virus € inicialmente
conservado num numero reduzido de cdpias, ndo existindo descendéncia deste agente
nas células. Apds infeccdo das células escamosas pelos HPV de alto risco, o virus pode
comportar-se de duas formas — quando o genoma viral existe como epissoma, a
expressao das oncoproteinas, nomeadamente E6 e E7, € restringida, ndo havendo
transformacdo maligna; a proteina E2 reprime a replicagdo do ADN viral, bloqueando
os factores de transcri¢do, e regula, juntamente com a E1,um namero relativamente
estavel de copias de genoma virico que pode ir de 20 a 100, em cada célula basal. No

entanto, quando a infeccdo se torna produtiva e 0 genoma do virus € clivado na regido
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E2, consegue ser integrado no cromossoma da célula hospedeira e a sua fungéo
supressora sobre 0s genes é interrompida, conduzindo a uma expressao aumentada das
oncoproteinas E6 e E7 que, como referido anteriormente, inactivam proteinas como a
p53 e pRb, respectivamente, que sdo, por sua vez, supressoras de tumores. Importa
sublinhar que neste aspecto o0 CCE assemelha-se ao carcinoma das células escamosas do
colo do Gtero j& que em ambos as proteinas supracitadas ndo sdo mutadas, mas sim
inibidas. De facto, a repressao da proteina E6 permite uma recuperacao da expressdo da

p53, 0 que apoia a informacéo referida (Rautava & Syrjanen 2012).

Ocorre, assim, a amplificacdo do genoma viral, em cerca de 1000 cOpias, nos
queratinécitos diferenciados e a expressdo constitutiva de E6 e E7 terd& como
consequéncia a imortalizacdo e proliferacdo celular, terminando na transformacéo
maligna da célula. Através destes mecanismos, o HPV aumenta a probabilidade de
sobrevivéncia das células, no sentido de facilitar o seu proprio ciclo de replicagdo e

assegurar a sua descendéncia (Yuan et al. 2012).
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Figura 4. Ciclo do HPV e diferenciacgéo epitelial (adaptado de Rautava & Syrjanen 2012)
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Importa ressalvar que a E6, sozinha, ndo tem a capacidade de imortalizar 0s
queratindcitos — o complexo E6-p53 requer uma proteina extra, a E6-AP, a qual se liga
para, posteriormente, formar o complexo E6-E6-AP que se conecta a p53; nos HPV de
baixo risco este evento também pode acontecer, contudo a ligacdo de E6-E6-AP a p53
ndo conduz a degradacdo desta Ultima. No que concerne o gene E7, ao contrério do
anteriormente descrito, possui a capacidade de, sozinho, imortalizar os queratindcitos,
no entanto necessita de estar expresso em niveis elevados. De igual forma, nos HPV de
baixo risco, a ligacdo a proteina Rb também se verifica, mas com menos afinidade,
reforcando a diferenga na transformagéo celular verificada entre estes dois tipos de
virus. Contudo, é importante referenciar que existe uma excepcao ja que a ligacéo E7-
pRb do tipo HPV-1 é semelhante a encontrada na E7-pRb do tipo HPV-16. Esta
evidéncia sugere que outros mecanismos, para além da formacdo do complexo
supracitado, estdo na base da inducdo de malignidade provocada por esta oncoproteina
(Buck et al. 2013; Rothenberg & Ellisen 2012; Feller et al. 2013; Rautava & Syrjanen
2012).

De uma forma geral, 0s genes virais séo, entdo, expressos de forma sequencial, ou
seja, de genes precoces para genes tardios, seguindo o padrdo de diferenciacdo do
epitélio escamoso — inicia-se nas células basais e para-basais e progride para camadas
epiteliais superiores — a par da formacao completa do virido. O efeito citopatico classico
que surge na infecgcdo por HPV é a coilocitose, no entanto, também pode surgir, a nivel
histoldgico, a acantose, disqueratose e queratindcitos multinucleares (Miyahara et al.
2011).

Os eventos terminais do ciclo vital do virus compreendem a expressdo de E1-E4, a
genes tardios L1 e L2 que irdo permitir o evento subsequente de encapsidacdo do
genoma, maturacao e libertacdo de particulas virais (Stanley 2009).

A infeccdo persistente por HPV € o evento fundamental para que ocorra transformacéao
celular. De uma forma geral, este agente virico tem a capacidade de induzir infeccdes
cronicas, desprovidas de sequelas sistémicas evidentes, o que indica que, de alguma
forma, subverteu os mecanismos de defesa do hospedeiro, nomeadamente aqueles que
pertencem a imunidade inata e adquirida O ciclo do HPV e o facto de decorrer,

exclusivamente, de forma intra-epitelial sdo pontos-chave para a compreensdao da
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estratégia adoptada por este agente para escapar a resposta imunitaria. Primeiramente, a
infeccdo viral ndo é acompanhada por inflamacédo, sendo que a ocorréncia deste evento
iria activar a imunidade inata; em acréscimo, o HPV ndo é um virus litico, mas sim
lisogénico, e o seu ciclo vital ocorre em queratindcitos, havendo montagem e replicacéo
viral naqueles que se encontram diferenciados e, portanto, que ja terdo sido submetidos,
previamente, a um mecanismo regulatorio e de apoptose. Outra caracteristica do HPV
que permite a sua evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro é o facto de sé existir
expressao viral dos genes e consecutivamente das oncoproteinas nos queratindcitos, ou
seja, ndo ha sintese de proteinas virais em células apresentadoras de antigénios. Por fim,
mas ndo menos importante, 0 HPV provoca pouca ou nenhuma virémia — presenca de
virus no sangue circulante — ja que a inoculacdo deste agente acontece em interrupgdes
epiteliais mas com a manutencao da integridade da camada basal, deixando, de igual
forma, um acesso parco aos ganglios linfaticos. Assim, em acréscimo aos baixos niveis
de resposta imune perante infeccdo por HPV, importa referir que o ambiente, estilo de
vida, caracteristicas genéticas do hospedeiro e do genoma viral podem influenciar a
persisténcia do HPV e o desenvolvimento de patologias (Stanley 2009; Rautava &
Syrjanen 2012).

c¢) Métodos laboratoriais de detec¢do e respectivas limitacfes

A auséncia de sinais relativos a presenca de CCE que permitam identificar a patologia
num estadio precoce reforca a necessidade de se utilizar biomarcadores de elevada
especificidade e sensibilidade em pacientes de alto risco, minimizando, assim, as taxas
de morbilidade e mortalidade (Goon et al. 2009).

Como os HPV nao podem ser cultivados em tecidos ou animais de laboratorio, quase
todos os métodos actualmente utilizados para detec¢do do HPV, assentam na avaliagdo
dos &cidos nucleicos virais, maioritariamente o ADN. No inicio, os testes de Southern
blot e Northen blot constituiam métodos de elei¢do para a deteccdo de ADN e ARN,
respectivamente, mas, o facto de requererem diversos materiais, serem Morosos e
apenas detectarem um tipo de HPV de cada vez, levou, a face a novos métodos que
foram surgindo, ao seu progressivo abandono (Snijders et al. 2010; Poljak 2012).

21



Influéncia do HPV no desenvolvimento do carcinoma oral das células escamosas

Contudo, actualmente, ndo existe unanimidade no que concerne a0 método mais
adequado para a deteccdo desta entidade virica nos CCE. A grande variacdo de valores
obtidos é explicada por varios factores — as amostras, ou seja, como sao obtidas e
conservadas; a sensibilidade e especificidade dos métodos de teste e, ndo menos
importante, os gendtipos de HPV que s&o abarcados (Snijders et al. 2010; Poljak 2012;
Syrjanen 2010).

De uma forma geral, os métodos empregues actualmente, podem ser divididos em
“target amplification” — ou amplificacdo do alvo — e “signal amplification” — ou
amplificacdo do sinal. De acordo com a metodologia adoptada pelo Instituto Portugués
de Oncologia Francisco Gentil do Porto, sera descrito o protocolo de actuacdo perante
uma lesdo epitelial que utiliza, precisamente, um exemplo de cada dos tipos acima

mencionados — Polymerase Chain Reaction (PCR) e captura hibrida.

Apbs a avaliacdo da lesdo, existindo suspeita de malignidade, procede-se a bidpsia
incisional da mesma para avaliacao do grau de alteracao celular. Depois desta avaliacao,
e se existe suspeita de outros agentes biologicos causadores da lesdo, nomeadamente
HPV, a amostra é encaminhada para o Servico de Virologia. Apds a chegada da amostra
de tecido fresco ou incluido em parafina, torna-se necessario proceder a extrac¢do do
seu material genético, no sentido de verificar a presenca de ADN viral. Esta etapa é
realizada através da utilizacdo do kit comercial Magna Pure Compact Nucleic Acid
Isolation Kit I, da Roche, cujo principio consiste na extrac¢do e purificacdo de acidos
nucleicos (ADN e ARN) de forma automaética, e em combinagcdo com o equipamento
Magna Pure Compact, a partir de fluidos corporais incluindo plasma, saliva, soro,
liquido ascitico, sobrenadante de cultura de células, liquido cefalo-raquidiano, urina,

etc.

O processo inicia-se com a clivagem da membrana celular e digestdo, ligacdo das
particulas magnéticas de vidro ao ADN, separacdo magnética do ADN juntamente com
as particulas de vidro, remocao dos detritos celulares e separacdo do ADN das particulas
de vidro (Protocolo de extraccdo de ADN do Servico de Virologia do IPO do Porto

elaborado pelo Dr. Hugo Sousa).
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Apos a extraccdo do ADN procede-se a deteccdo do HPV através de um método
especifico que, nesta instituicdo, pode ser realizado por captura hibrida ou PCR, como

mencionado anteriormente.

A captura hibrida consiste num ensaio de hibridizacdo de acidos nucleicos com
amplificagdo do sinal por quimioluminescéncia aprovado pela FDA que utiliza a
tecnologia de Hybrid Capture 2, comercializada pela Qiagen® e permite a deteccédo
qualitativa, em microplacas, de ADN para a deteccdo de 13 tipos de HPV de alto-risco
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68) e 5 tipos de baixo risco (6, 11, 42, 43
e 44). As amostras que contém o ADN alvo hibridizam com uma mistura especifica de
sondas de ARN para os tipos de HPV. Os hibridos ARN-ADN resultantes sdo
capturados para a superficie do poco de uma microplaca revestida com anticorpos
especificos antihibridos ARN-ADN. Os hibridos imobilizados sdo depois detectados por
um anticorpo conjugado com fosfatase alcalina. Este complexo vai, posteriormente,
clivar o substrato adicionado e permitir a detec¢do por emissao de quimioluminescéncia.
A cada hibrido capturado ligam-se varios anticorpos conjugados, 0 que resulta numa
amplificacdo consideravel do sinal, que é posteriormente detectada num luminémetro
em Unidades Relativas de Luz (RLU). A intensidade indica a presenca/auséncia (dai o
facto de ser apenas um teste qualitativo) de ADN de HPV na amostra (Luu et al. 2013;
Abreu et al. 2012).

A técnica de PCR, por sua vez, utiliza polimerases do acido nucleico, primers, e uma
mistura de quatro desoxiribonucleétidos para amplificar uma sequéncia especifica até
niveis que possam ser facilmente lidos pelos varios sistemas disponiveis, utilizando,
para tal, ciclos repetitivos com alteracdes de temperatura com o objectivo de provocar a
desnaturacdo do material genético, ligacdo dos primers ao material genético e a sua
consecutiva amplificacdo por uma ADN-polimerase termo-estavel. De acordo com
Syrjanen et al. (2011), a grande maioria das meta-analises refere a PCR como sendo o
método padrdo preferencial, ou gold standard, para deteccdo do HPV. Sendo uma
técnica de amplificacdo, existe um consenso geral de que o gene a amplificar € o L1
uma vez que se trata do mais conservado (quando comparado com 0s restantes),
permitindo identificar uma larga variedade de genétipos de HPV ao mesmo tempo. No
entanto, os custos associados e 0 equipamento laboratorial e tecnoldgico que exige torna

este método inviavel para aplicacdo em larga escala. Ainda segundo este autor, a
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hibridizacéo in situ, pode ser um método mais sensivel que o PCR em casos onde
apenas algumas células da amostra contenham um elevado nimero de virus que néao

sejam detectados por PCR (Syrjénen et al. 2011).

Nas amostras analisadas e cujos resultados sejam positivos para a presenca do HPV
procede-se, posteriormente, a sua genotipagem para saber qual o tipo de HPV e que se
pode efectuar por PCR, utilizando a técnica de Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP). Nesta técnica utiliza-se um fragmento de 450 pb amplificado
pelos primers MY09/11 e tem sido avaliada como uma metodologia sensivel para
detectar e caracterizar o HPV em amostras clinicas, aliada ao facto de ser

financeiramente vantajosa (Nobre et al. 2008).

Um método proposto para deteccdo de HPV de alto risco, mas ainda bastante
polémico, tem sido através da deteccdo da expressdo da proteina pl6 por
imunohistoquimica (IHQ). Como a pl6 apresenta uma expressdo aumentada apds o
fendmeno de integracdo do HPV de alto risco, a p16 IHC pode ser usada como um
marcador substituto de outros métodos para identificar fenébmeno do ciclo viral
mencionado. Alguns autores apontam que este sera um meétodo mais vantajoso e
atractivo pelo custo baixo, disponibilidade e facilidade de aplicacdo técnica quando

comparado com os testes de captura hibrida e PCR (Duncan et al. 2013).

No entanto, outros autores referem que a analise IHQ da expressdo da pl6 carece de
utilidade prognostica no carcinoma das células escamosas orais se nao for considerada a
sua localizacdo celular (citoplasmatica ou nuclear). Isto deve ser tido em conta no que
respeita o valor do prognéstico da IHQ da expressdo da pl6. Uma vez que a taxa de
infeccdo por HPV se revelou ser baixa em carcinomas orais, a aplicacdo da expressao da
pl6 como marcador substituto da presenca de HPV nestes carcinomas deve, portanto ser

verificada em mais estudos (Grdbe et al. 2013).

Com a preocupagdo crescente no que diz respeito aos custos efectuados na area da
salde, torna-se inegavel a necessidade de se desenvolver métodos estandardizados,
efectivos e econdmicos para a detec¢cdo do HPV no CCE, para que, simultaneamente,
haja aplicabilidade dos mesmos nas populagdes com poucos recursos. O

desenvolvimento de uma forma de deteccdo uniforme e o estabelecimento de critérios
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de validagdo baseados em parametros internacionais homogéneos torna-se premente
para colmatar as falhas nas taxas dispares obtidas pela maioria dos estudos efectuados
até ao momento. De uma forma geral, a investigacdo dos mecanismos e correspondentes
biomarcadores associados ao desenvolvimento e progressao neoplasica no CCE

continua a ser uma importante prioridade.

d) Manifestacbes histologicas da infeccdo por HPV e prognostico do CCE HPV-

positivo

De uma forma geral, os CCE HPV-positivos tém um perfil molecular diferente quando
comparados com os CCE HPV-negativos e, em acréscimo, 0s primeiros apresentam
diversas semelhancas com a patologia oncoldgica que se desenvolve nas células
escamosas do Utero. As manifestacdes clinicas e caracteristicas microscépicas de lesbes
associadas ao HPV variam com o local anatomico afectado e com o genoétipo deste
virus. Tendo como base as alteracdes celulares e a histopatologia, a infec¢do por HPV é
caracterizada, classicamente, pela presenca de coildcitos (Figura 5) que, por sua vez,
representam células com halos citoplasmaticos perinucleares, displasia nuclear,
metaplasia imatura atipica e binucleacdo. Importa ressalvar que o diagnostico do HPV
incide também, noutras alteracdes histopatologicas que sdo caracteristicas da accéo
deste agente virico, nomeadamente a disqueratose, papilomatose, hiperqueratose,

acantose e paraqueratose (Chaudhary et al. 2009; Miyahara et al. 2011).
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Figura 5. Camada de epltello escamoso demonstrando coilocitose (setas), (adaptado de
Chaudhary et al. 2009)
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Alguns estudos apontam, de facto, que os aspectos mais comuns na deteccdo da
infeccdo por HPV, no cérvix do Utero, sdo a presenca de coilocitose (88.89%) e
binucleacdo (75%). Contudo, importa ressalvar, que a prevaléncia de HPV na cavidade
oral varia, dependendo do meétodo de deteccdo e localizacdo da lesdo (Figura 6) e que,
apesar da coilocitose ser um importante marcador morfoldgico da ac¢do deste virus, ndo
se constitui numa base precisa e Unica para diagnosticar a infec¢do por HPV, ja que de
acordo com Miyahara et al. (2011), num estudo recente, este pressuposto resultou em
cerca de 30% de falsos positivos. A identificacdo de disqueratose que, na maioria das
vezes, ocorre juntamente com a coilocitose, é o segundo efeito citopatico mais sugestivo
de infeccdo por HPV e também deve ser tido em conta. Em associacdo com as
alteracdes histologicas, € importante associar os anteriormente referidos testes

moleculares (Miyahara et al. 2011).

Totalidade da 5%
mucosa oral

Codigo da topografia oral modificado pela OMS
(n| Numero das zonas analisadas

(B4 NA Nao analisado

Figura 6. Frequéncia de deteccdo do HPV em diferentes regides da mucosa oral. A
topografia da mucosa oral esta codificada de acordo com a topografia modificada da OMS (Roed-
Peterson and Roenstrup) [12,22]: bordo do vermelh&o superior - (13) e inferior (14), comissuras labiais —
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direita (15) e esquerda (16), mucosa labial — superior (17) e inferior (18), sulco labial — superior (21) e
inferior (22), mucosa bucal — direita (19) e esquerda (20), sulco bucal — direito superior (23) e direito
inferior (24), esquerdo superior (25) e esquerdo inferior (26), gengiva superior ou crista alveolar edéntula
por vestibular — direita (27) e esquerda (28), gengiva inferior ou crista alveolar edéntula — direita (29) e
esquerda (30), gengiva superior anterior e crista edéntula por vestibular (31), gengiva inferior anterior e
crista edéntula por vestibular (32), gengiva superior posterior ou crista alveolar por palatino — direita (33)
e esquerda (34), gengiva inferior posterior ou crista alveolar por lingual — direita (35) e esquerda (36),
gengiva anterior ou crista edéntula — por palatino (37) e por lingual (38), dorso da lingua — direita (39) e
esquerda (40), base da lingua — direita (41) e esquerda (42), ponta da lingua (43), margem da lingua —
direita (44) e esquerda (45), superficie da lingua — direita (46) e esquerda (47), pavimento frontal da boca
(48), pavimento lateral da boca — direita (49) e esquerda (50), palato duro — direita (51) e esquerda (52),
palato mole — direita (53) e esquerda (54), zona dasamigdalas anterior — direita (55) e esquerda (56). A
escala de cores indica a frequéncia de HPV positivo nas respetivas localizacGes; para regides com menos
de trés amostras analisadas, a frequéncia ndo foi calculada; regies simétricas foram contadas como uma
para a analise. (adaptado de (Mravak-Stipeti¢ et al. 2013)

As lesdes pré-malignas de cabeca e pescoco associadas ao HPV estdo pobremente
caracterizadas. A maioria dos CCE invasivos relacionadas com o HPV surgem
preferencialmente nas criptas das amigdalas relativamente a superficie epitelial, fazendo
assim com que a “displasia de cripta” seja um precursor destes tumores. A alta
associacao do HPV ao carcinoma da amigdala ainda ndo esta completamente explicada.
Ao contrério da mucosa uterina e do canal anal, as mucosas das amigdalas ndo tém uma
juncédo escamosa glandular que facilite 0 acesso das particulas virais as células basais do
epitélio. No entanto, a mucosa das amigdalas possui invaginacdes epiteliais profundas
que criam uma extensa e fina superficie epitelial que permite 0 acesso de antigénios ao
tecido linféide subjacente, induzindo assim uma resposta imunitaria. De facto, estudos
de microscopia eletrénica tém demonstrado que o epitélio reticulado da cripta da
amigdala contém, por si sO, inUmeros pequenos vasos Ssanguineos e tem uma
descontinuidade na base da membrana. Deste modo, pode ocorrer invasdo ou mesmo
metéstases em estagios muito primarios do desenvolvimento tumoral, mesmo em lesdes
que aparecem histologicamente in situ. Ndo é incomum ocorréncias clinicas de tumores
extremamente pequenos e em fases precoces T1 estarem associados a metastases nos
ganglios regionais do pescoco. Por estas razdes, alguns consideram todas as neoplasias
induzida por HPV das criptas das amigdalas como potencialmente malignas,
independentemente de haver ou ndo um corte histolégico de evidéncia de invasdo
estromal (Chernock et al. 2013; Charfi et al. 2008).
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Os individuos com CCE HPV-positivos tendem a ser caucasianos, jovens e com uma
cumulativa exposi¢cdo ao virus através de comportamentos sexuais. O aumento da
prevaléncia das infec¢bes por HPV pode, de facto, segundo varios autores, ocorrer pela
tendéncia crescente de aceitacdo de certas condutas, tais como pratica de sexo oral,
entre adolescentes e adultos jovens (Chaudhary et al. 2009; Benson et al. 2013). Na

tabela 3 é feita uma analise comparativa dos cancros HPV-positivos com HPV-

negativos.

Tabela 3. Diferencas entre o cancro orofaringeo HPV-Positivo e HPV-Negativo

Idade

Factores de risco

Incidéncia
Localizacao

Cancerizacao de
campo
Histologia

Estagio de
diagnostico
Biomarcadores

Mutacgdes
cromossémica
Prognostico

Metastases a
distancia
Reincidéncia

Sobrevivéncia a cinco

anos

HPV-Positivos

Individuos mais novos (30-
50)
Sexo oral, french kiss,elevado
numero de parceiros sexuais,
historico de IST

A aumentar

Base da lingua, amigdalas
Né&o
Fracamente diferenciado
T3-4; N2-3

Sobre-expresséo da p16,
Inactivacdo da p16 e pRb

Pouco frequentes

Muito bom, sensibilidade
aumentada a radioterapia e
quimioterapia

Raro

Raro

60%-90%

HPV-Negativos

Individuos mais velhos (50-
70)

Longo histérico de consumo
de tabaco e/ou alcool

A diminuir
Mucosa Oral
Sim
Claramente diferenciado

Variavel

Perda da p16, Mutagéo do
P53 e do PRb:; ciclina-D1;
EGFR e sobre expressao de
survivina (ou gene BIRC5)

Frequentes
Mau

Frequente
Frequente

20-70%

Os carcinomas das células escamosas orais induzidos por HPV sdo tumores Unicos e a

sua distincdo dos HPV-negativos tem significancia clinica uma vez que j& muitos

estudos feitos tém estabelecido que o progndstico dos primeiros € mais favoravel, assim
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como a sobrevivéncia dos individuos, facto este que estard relacionado com a sua
estabilidade local e radiossensibilidade. Num estudo feito por Mendelsohn et al (2010),
¢ demostrado que a expressdo aumentada da pl6 associada a infeccdo por HPV esta
relacionada com tumores pouco diferenciados assim com tumores basais de células
escamosas. Tanto com o HPV como com a p16, ndo houve aumento do grau de invaséo
tanto perineural como perivascular, o que pode parcialmente explicar que estes tumores

aparentemente tenham um prognostico mais favoravel (Mendelsohn et al. 2010).

Deste modo, alguns investigadores tém sugerido que este grupo de pacientes pode
beneficiar de regimes de tratamento menos agressivos ao nivel da toxicidade. No estudo
realizado por Kaka et al. (2013), foram escolhidos dois biomarcadores para
investigacdo: a expressdo da p53 — que se mostrou estar relacionada com a
sobrevivéncia — e o NOTCH1 — uma via sinalizadora que tem sido estudada em tumores
HPV-Positivos e que tem a capacidade de reprimir a expressdo das proteinas E6 e E7,
limitando deste modo a carcinogénese. Nos tumores com alta expressdo de NOTCHL1,
tem sido relacionada uma agressividade tumoral menor, reforcando o melhor

prognostico destes pacientes (Duncan et al. 2013; Kaka et al. 2013).

Fakhry et al. (2008) conduziram um dos primeiros estudos sobre a resposta dos
pacientes com CCE HPV-Positivo ao tratamento e sua sobrevivéncia, no qual
confirmou que estes pacientes tinham um prognostico mais favoravel e assim como
maior sensibilidade ao tratamento de quimioterapia e radioterapia. Também verificaram
que havia maior probabilidade de um tumor HPV-positivo surgir na orofaringe que um
tumor HPV-negativo, sendo o primeiro fracamente diferenciado. Adicionalmente,
pacientes com tumores HPV-positivos tinham menor exposicdo ao tabaco,
providenciando assim evidéncias de que estes tumores tém uma identidade clinica
distinta dos HPV-Negativos (Fakhry et al. 2008).

Outras diferencas encontradas entre CCE HPV-positivo e CCE HPV-negativo prende-
se com as alteragdes cromossomicas, ja que o primeiro, fundamentalmente o que deriva
do tipo HPV-16 é caracterizado por perdas cromossémicas ocasionais, enquanto que o
CCE né&o induzido por HPV é caracterizado por grosseiras delecbes que envolvem
grandes partes de bragos cromossomicos e que ocorrem numa fase mais precoce do

processo de cancerizacao (Chaudhary et al. 2009).
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e) Implicacdes clinicas da infeccdo por HPV

Os cancros da orofaringe sdo menos visiveis e mais susceptiveis de serem detectados
em estadios mais tardios que aqueles da cavidade oral. Adicionalmente, o cancro da
orofaringe pode partilhar sintomas — tais como garganta inchada, dores de ouvidos,
inflamacdo dos ganglios linfaticos e rouquiddo — com condi¢fes benignas tais como a
faringite e a amigdalite. Assim, os profissionais de saude deverdo estar atentos ndo so as
indicacbes dos pacientes, orais ou escritas, mas também a outros sintomas como
disfagia hemoptise e perda de peso inexplicada. Deverdo ser precisos no exame oral e
intra-oral incluindo as cadeias ganglionares durante a consulta médica. O médico
dentista devera ainda fazer um follow up de qualquer paciente que apresente sinais e
sintomas persistentes de doenca na orofaringe. Mais informacéo sobre a historia natural
da infecdo por HPV deve ser obtida para que o profissional de salde possa determinar
potenciais intervencdes que diminuam a incidéncia do CCE. Os dentistas devem
encorajar a cessacdo de habitos prejudiciais, nhomeadamente 0 consumo de tabaco e
alcool, ao mesmo tempo que deve estar consciente de que a patologia oncoldgica que
afeta as amigdalas e a base da lingua afeta um grupo populacional mais jovem e sem 0s
fatores de risco tradicionais (Cleveland et al. 2013).

i) Inconsisténcias na associagdo do HPV ao CCE

A pesquisa por uma causa infecciosa que pudesse explicar os cerca de 15 a 20% de
individuos acometidos por patologia oncoldgica oral, sem os factores de risco classicos
e com caracteristicas demograficas diferentes, representaria um avango impressionante
na medicina e numa melhoria inegavel das elevadas taxas de mortalidade e morbilidade
associadas ao cancro. Pelas caracteristicas e semelhanc¢as ja& mencionadas, o CCE foi
fortemente associado ao HPV, especialmente aos de alto risco. Contudo, artigos
recentes apontam que os resultados obtidos pela maioria dos estudos apresentam valores
de ADN viral numa variacdo que pode ir dos 0% ao 100% ja que, segundo estes autores,
0s testes e o protocolo de aplicagdo dos mesmos possuiam caracteristicas diferentes e
algumas inconsisténcias. Mais especificamente, a prevaléncia de HPV nas bidpsias de

CCE eram sempre inferiores quando era utilizada a Hibridizacdo in situ (HIS) (9-24%) e
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Southern Blotting (5-28%), de baixa sensibilidade, quando comparado com a PCR (10-
74%) que, por sua vez, possui elevada sensibilidade — traduzindo, assim, resultados
incoerentes quanto a efectiva contribuicdo do HPV. De igual forma, a controvérsia nos
métodos de deteccdo passa pelo local anatomico escolhido e método de obtencdo das
amostras que pode ser feita através de biopsias, esfregacos, bochechos, etc. e
procedimentos de armazenamento que, por sua vez, inclui conservagdo de amostras
frescas pelo frio (congelamento) ou fixadas em formalina e, posteriormente, incluidas
em parafina. O tipo de espécime obtido também é importante ja que, usando a técnica
de PCR, a prevaléncia de HPV em células exfoliadas é bastante baixa (0-22%) quando
comparada com a que é obtida directamente de tecidos (Goon et al. 2009; Krane 2013,;
Huang et al. 2012; Adamopoulou et al. 2008). A auséncia de um método universal ou
um protocolo standard conduz, desta forma, a confusfes e vies neste campo. Nenhum
marcador mostrou fidedignidade em identificar, universalmente, o CCE e respectiva
agressividade pelo que os dados obtidos até agora sobre a prevaléncia de HPV nos CCE

sdo bastante variaveis (Sahebjamee et al. 2009).

Outros autores referem ainda que, anatomicamente, os estudos ndo foram precisos,
havendo confusdo quanto aos termos ‘“cavidade oral” e “orofaringe” ou seja, na
delimitacdo precisa das areas — as amigdalas e a base da lingua eram incluidas na
cavidade oral e ndo na orofaringe, e as diferencas histologicas inerentes a cada area ndo
eram consideradas, mas sim perspectivadas como iguais. Alguns artigos referem que
estas imprecisdes sdo fundamentais para classificar como sobrestimada a associagdo

entre este virus e o cancro oral (Bertolus et al. 2012).
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I11. Conclusao

O HPV tem surgido como uma entidade virica associada ao CCE, especialmente na
oncologia da orofaringe, particularmente nas amigdalas. Cerca de 15 a 20% dos
individuos surgem com caracteristicas diferentes das estudadas até entdo, ou seja,
ocupando um grupo etario mais jovem e desprovido dos factores de risco cléssicos. O
fendomeno verificado recentemente, ou seja, de decréscimo do cancro da cabeca e
pesco¢o em geral, e aumento da incidéncia de CCE nas areas anatdmicas supracitadas,

torna premente a investigacdo da efectividade deste virus no processo da carcinogenese.

De facto, os mecanismos moleculares deste agente tém demonstrado a capacidade de
interromper a actividade de elementos celulares fundamentais para a regulacdo da

divisdo celular e morte celular programada.

A persisténcia de infeccdes provocadas pelo HPV na mucosa oral pode aumentar o
risco de desenvolver cancro oral, por isso, um exame clinico regular e meticuloso é a
ferramenta mais importante na detecdo de lesGes orais, tendo em conta o0s sinais
patognomonicos deste virus. Sabe-se que em doentes imunocomprometidos se devera
ter uma atencdo redobrada e uma pesquisa mais frequente quanto a presenca de lesdes
da orofaringe e amigdalas deve ser realizada, j& que um dos mecanismos de ac¢do do
virus € a tentativa de escape a imunidade inata e adquirida. Estes individuos, estando
mais susceptiveis, poderdo ter lesbes que mais facilmente progridam para a

malignidade.

De igual forma, o profissional de saude, tendo conhecimento sobre os factores de risco
e caracteristicas dos cancros HPV-Positivo e HPV-Negativo, estard mais apto para
precocemente detectar e diagnosticar lesfes, sejam elas de teor benigno, pré-maligno ou
maligno, assim como terd um corpo de conhecimentos que lhe permitira proceder ao

encorajamento dos pacientes no sentido de evitar habitos prejudiciais.

No sentido de enfrentar os cancros causados por HPV é absolutamente fundamental
que certas inconsisténcias na sua investigacdo sejam eliminadas. E premente adoptar

métodos mais rigorosos e estabelecer um consenso na terminologia adoptada. De igual
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forma, é importante deslindar ainda diversos aspectos do ciclo vital do HPV e perceber,

de forma mais aprofundada, certos mecanismos moleculares indutores da oncogénese.
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