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Resumo: Diversos fatores etiol6gicos estdo envolvidos na etiologia do carcinoma epidermédide
oral, e dentre estes, o Papilomavirus Humano (HPV) tem sido extensivamente estudado nos tltimos
anos. O HPV ¢ um virus de DNA, epiteliotrdpico, cujas propriedades oncogénicas estdo relacionadas
a interferéncias nos mecanismos que controlam a proliferacdo celular normal. Esses mecanismos
sdo alterados principalmente pelas proteinas E6 e E7, que interferem nas fun¢des normais das
proteinas p53 e pRb, respectivamente. Os estudos envolvendo o HPV na carcinogénese oral sdo
controversos. Assim, a associagdo entre esse virus e o cancer oral ainda nio estd bem definida.
O objetivo desse trabalho foi realizar uma revisdo literdria dos aspectos atuais relacionados ao
HPV no céncer oral.

Palavras-chave: Cancer oral; HPV; p53.

Abstract: Some etiologic factors are related to oral squamous cell carcinoma, and, amongst
these, the Human Papillomavirus (HPV) has been extensively studied in these last years. HPV is
a epitheliotropic virus of DNA, and the role of HPV in carcinogenesis is supported by its capacity
of interference in important mechanisms that control the cell cycle and cellular proliferation. These
mechanisms are modified mainly by the proteins E6 and E7, that intervene with the normal functions
of proteins p53 and pRb, respectively. The studies involving the HPV in oral carcinogenesis are
controversial. Thus, the association between this virus and the oral cancer is not still very defined.
The objective of this work was to carry through a literary revision of the related current aspects
to the HPV in the oral cancer.
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Introducao

Atualmente no Brasil o cancer € considerado um pro-
blema de saide publica. A preocupagdo da populagdo e,
especialmente, dos profissionais de saide, com esta doenca é
cada vez mais justificada, pois as estimativas do Instituto Na-
cional do Cancer (INCA) para o ano de 2006 apontam cerca
de 472.050 casos novos de cancer no Brasil'. Ao contrdrio da
maior parte dos paises da América do Sul, que exibem baixas
taxas de incidéncia do cancer de boca, no Brasil observam-se

altos indices desta doenca, tanto para homens quanto para
mulheres?. A incidéncia para o cancer de boca ¢ estimada
em aproximadamente 13.470 novos casos, sendo 10.060 no
sexo masculino e 3.410 no sexo feminino'.

O Carcinoma Epiderméide Oral (CEO) € a entidade
maligna mais freqiiente em boca, correspondendo a mais de
90% dos casos de neoplasias malignas nesta localiza¢ao®*.
O CEO ¢ um dos poucos tipos de cancer que podem ser
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diagnosticados precocemente, devido a sua localizacdo ser
de facil acesso e inspe¢do. Apesar disso, constata-se que, a
maioria dos casos € diagnosticada quando a lesdo ja apre-
senta mais de 2 cm de didmetro no tamanho’ e cerca de 50%
dos portadores de CEO morrem devido ao elevado grau de
severidade da lesdo, devido diagnéstico tardio®’.

Alguns fatores etioldgicos, tanto quimicos quanto fisicos
estdo relacionados ao desenvolvimento do CEQ, tais como
o uso freqiiente de tabaco, dlcool e exposicao prolongada
ao sol. O perfil classico relatado na literatura para portador
de CEOQ, ¢ aquele de um paciente do sexo masculino, acima
de 40 anos, consumidor de tabaco e alcool e/ou trabalhador
exposto ao sol (considerando-se o cancer de labio inferior).
Porém, alguns pacientes fogem a esse perfil; principalmente
os pacientes jovens, nao-etilistas e ndo-tabagistas. Nesses
pacientes o curso clinico da doenga € bem mais agressivo.
Fatores intrinsecos, tais como imunossupressao, deficiéncias
nutricionais e influéncia genética também sdo sugeridos™ 10,
e embora o tabaco seja um fator etiolégico bem estabeleci-
do na carcinogénese oral, apenas um reduzido nimero de
usuarios desenvolve o cancer, como também € notada sua
ocorréncia entre ndo-usudrios do tabaco e dlcool. Isso sugere
que outros fatores exercem algum papel no desenvolvimento
deste tipo de cancer!.

Nas ultimas décadas, os agentes bioldgicos, especialmen-
te o Papilomavirus Humano (HPV), vém sendo implicado
também na etiologia dessa neoplasia. Por isso numerosos
estudos tém sido realizados na tentativa de se estabelecer
uma fiel correlagdo entre este virus e o CEO'>!. Qutros
virus, tais como Virus Herpes Simples (HSV), o retrovirus
e o adenovirus, ja foram sugeridos como possiveis agentes
no desenvolvimento dos carcinomas orais. O HPV, porém, é
o0 Unico ainda associado ndo apenas no cancer de boca, mas
também nos carcinomas das tonsilas faringeanas, laringe,
esdfago, colo uterino, vulva e pénis. Os subtipos de HPV-16,
18, 31 e 33 sdo os mais fortemente associados a displasia e
ao carcinoma epiderméide®!>"7.

No carcinoma de cérvice uterina, a participacdo do HPV
jé estd bem mais estabelecida, pois a literatura aponta para
uma relagdo de mais de 90% desses tumores com o virus;
na carcinogénese oral, porém, os resultados dos estudos
realizados para detec¢do do virus sdo ainda discrepantes
e inconclusivos, pois os indices de infeccdo descritos na
literatura variam de 0 a 100% em lesdes potencialmente ma-
lignas e no céncer oral, o que, segundo alguns autores, essa
variagdo decorre provavelmente em fungdo da populagdo
estudada, tamanho da amostra e sensibilidade das técnicas
empregadas'®2!,

O presente trabalho traz como objetivo promover uma
revisdo da literatura pertinente sobre o Papilomavirus
Humano na carcinogénese, enfocando o papel desse virus
no cancer oral.
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Revisao de literatura

HPV

Os HPVs sdo virus ubiquos, de DNA circular de fita
dupla, ndo envelopados, com cerca de 8000 pares de bases
e medindo 55 nm de didmetro. Sdo virus epiteliotrpicos, e
naqueles epitélios estratificados, tais como o oral, a proli-
feracdo ocorre apenas na camada basal*.

Os HPVs dependem do meio de diferenciagio terminal
dos ceratindcitos para o seu completo ciclo produtivo, com
replicac@o, sintese do capsideo e montagem do virus®. Por-
tanto, a replicacdo do HPV estd associada a diferenciacio
epitelial. Esse virus tem um forte tropismo pelo epitélio de
mucosa, podendo ser adquirido por transmissao sexual. A
maioria das infec¢des por HPV € produto de uma inoculago
de um sitio genital ou oral para outro®.

O genoma do HPV pode ser dividido em trés regides:
uma regido longa de controle (LCR) e as regides precoce (E)
e tardia (L). A regido E compreende cerca de 45% do genoma
viral e subdivide-se em E1, E2, E4, ES, E6 e E7, expressas
logo apds a infeccdo e codificam principalmente proteinas
relacionadas a conservagdo do genoma, replicagdo do DNA
e ativag@o do ciclo litico. A regido L subdivide-se em duas
(L1 e L2), representando aproximadamente 40% do geno-
ma, sendo expressa em estdgios posteriores da infecgdo e
codificam proteinas estruturais relacionadas ao capsideo
viral'?%, Do ponto de vista da transformacio celular,
as regides E5, E6 e E7 sdo as de maior importancia?’?. A
LCR, também conhecida como regido nao codante (NCR),
situa-se entre o fim de L1 e o comeco de E6. Esta regido
contém muitas seqiiéncias regulatérias cis que controlam
a transcrigdo e a replicacd@o viral. Acredita-se que as LCRs
sdo alvo direto de um mecanismo regulatério intracelular.
A perda desse mecanismo intracelular de inspe¢@o contribui
na progressdo para a malignidade, correlacionando-se com
a abundante expressao génica viral'’.

Nas cé€lulas da camada basal, a replicacdo do DNA ¢é
baixa e somente genes precoces sao transcritos, também em
baixos niveis. Extensa multiplicagdo do DNA viral e trans-
cricdo de todos os genes, bem como formagdo do capsideo
ocorrem somente nas células mais superficiais do epitélio®.
Portanto, particulas virais maduras (com capsideo) estao
ausentes nas células basais®.

Decorrente do estimulo proliferativo nestas células epite-
liais, o HPV pode induzir lesdes hiperpldsicas, verrucosas e
papilomatosas no epitélio pavimentoso estratificado da pele e
mucosas, inclusive na mucosa oral’. O DNA do HPV replica-
se na forma epissomal (ndo-integrada) em lesdes benignas e
pré-invasivas, porém em muitos cAnceres o genoma do virus
estd integrado ao DNA celular®.

Mais de 100 tipos de HPV tém sido identificados em
varias lesdes®. De acordo com o potencial de risco de
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desenvolvimento de neoplasias malignas, a Agéncia Inter-
nacional para Pesquisa do Cancer, em 1997, classificou os
HPVs 16 e 18 como carcinogénicos em humanos (Grupo 1),
HPV 31 e 33 como provavelmente carcinogénicos em
humanos (Grupo 2A) e alguns dos tipos remanescente de
HPV como possivelmente carcinogénicos (Grupo 2B)*.
Outra classificacdo, amplamente usada, € quanto ao po-
tencial de malignidade, que classifica esses virus em tipos
de baixo risco, intermedidrio e alto risco de malignidade®.
Dos tipos identificados, vinte e quatro estao relacionados a
lesdes orais (HPV-1, 2, 3,4, 6,7, 10, 11, 13, 16, 18, 30, 31,
32, 33, 35, 45, 52, 55, 57, 59, 69, 72 e 73), sendo que os
principais subtipos fortemente associados a carcinogénese
s30 0 HPV-16 e o 18 e por isso sdo chamados de alto risco
ou oncogénicos**.

HPYV e carcinogénese

Inicialmente, o HPV infecta ceratindcitos basais, pe-
netrando via mucosa lesada apds ganhar acesso via corte
ou abrasdo da mucosa ou devido a algum trauma, o que
pode ocorrer, por exemplo, durante o intercurso sexual. Os
virus lesam as células do hospedeiro ao entrarem nestas,
e se replicam as suas custas. O tropismo viral €, em parte,
causado pela ligagdo de proteinas especificas da superficie
viral a determinadas proteinas receptoras da superficie ce-
lular do hospedeiro. E ainda controversa a natureza desses
receptores de superficie que permitem a ligacdo inicial do
virus a célula, embora alguns estudos proponham a presenca
do sulfato de heparina. Tem sido sugerido também que a
internalizag@o dos virions € um processo lento que ocorre
através de endocitose com a formacgao de vesiculas revestidas
com clatrina®"%2,

Os estudos para detecc@o da presenca do HPV em
mucosa oral normal revelam que este virus parece infectar
persistente ou freqiientemente a boca, inclusive em crian-
cas e adolescentes. Os indices de detecgcao também variam
principalmente de acordo com a populagdo estudada e com a
sensibilidade dos métodos empregados, sendo os principais
tipos de HPV encontrados, os HPVs-16 e 18133335,

Tem-se, portanto que a deteccdo do DNA do HPV ¢é
evidéncia insuficiente para o estabelecimento de uma relagdo
causal no CEO; a infecc@o pode ser focal e transitdria. Deve
haver a evidéncia de semelhanca clonal entre 0o HPV e as cé-
lulas tumorais, como acontece quando da integracdo dentro
do genoma da c€lula hospedeira, contradizendo a possibili-
dade do HPV ser um mero invasor secunddrio, e sugerindo
assim a sua forte relacdo como agente causal na carcinogé-
nese®. Nas verrugas benignas e lesdes pré-neoplésicas, o
genoma do HPV € mantido numa forma epissdmica, ao passo
que nos canceres, o DNA viral € geralmente integrado ao
genoma da célula hospedeira. Isso sugere que a integragdo
do DNA ¢ importante na transformagdo maligna®*-’.
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H4 uma maior prevaléncia do HPV, principalmente o
HPV-16, em hiperceratoses ou lesdes potencialmente malig-
nas do que em epitélio oral normal ou mesmo nos epitélios
malignos. Isso sugere que os HPVs provavelmente atuem
como iniciadores da proliferacdo epitelial ou desempenhem
um papel nos estdgios inicias da carcinogénese, mas nao
sejam essenciais para progressao e manutencdo do estado de
malignidade. Corroborando com isso, tém sido observados
alguns casos onde o HPV foi encontrado no sitio primario
da doenca, porém ele ndo fora encontrado nos depdsitos
metastaticos'.

Estudos com DNA de HPVs oncogénicos tém identifica-
do uma atividade transformante para certos genes precoces,
principalmente os oncogenes E6 e E7. Estes genes codificam
proteinas que interferem na regulagéo do ciclo celular®3,

A proteina E6 € um polipeptideo de 150 aminoécidos
aproximadamente, que se liga a proteina supressora de tumor
p53. Uma vez estabelecida a ligag@o, a proteina E6 estimula
a degradacio da p53 pelo caminho ubiquitina-dependente,
o que leva esta tltima a niveis muito baixos em vdrios tu-
mores humanos, fazendo com que as células destes tumores
falhem na parada do ciclo celular em G1, seguindo-se entdo
o dano no DNA celular. Logo, se outra proteina supressora
de tumor (como a pRb, por exemplo), ndo compensar a
reduzida atividade da p53, a transformacao celular pode de
fato ocorrer**"28,

Outros mecanismos nesse processo também sdo atribu-
idos a proteina E6. Em adicdo a interagcdo com a p53, a E6
inibe a apoptose através de uma interacio e até degradagdo
da proteina Bak, uma proteina pré-apoptética expressa em
altos niveis nas camadas superiores do epitélio diferen-
ciado®. Sugere-se ainda que a E6 também contribua para
imortalizag@o dos ceratindcitos, por regular positivamente
a atividade da telomerase®*?.

A proteina E7 € um pequeno polipeptideo, com cerca
de 100 aminodcidos. Tem meia-vida curta e é rapidamente
degradada por um mecanismo envolvendo a conjugacdo de
ubiquitina no dominio amino terminal®’*. Ela encontra-se
no citoplasma, apesar de exercer sua atividade biolégica no
nucleo. A participagdo desta proteina na oncogénese indu-
zida por HPV deriva-se da sua capacidade de ligar-se a pRb.
Ela liga-se preferencialmente a pRb hipofosforilada, como
resultado, ativa os fatores de transcri¢cdo E2F, que sdo libe-
rados da pRb. Esses fatores induzem a transcri¢do de genes
importantes no controle da divisdo celular por promover a
progressdo do ciclo celular, atuando nas fases G1 e S?+2640,

Proteinas E7 dos HPVs de alto e baixo riscos sdo comple-
tamente similares na composicéo de aminodcidos e organiza-
¢do estrutural, diferindo no seu potencial de transformagao
e em outras propriedades bioquimicas. As proteinas E7 dos
HPVs de alto risco formam complexos de alta afinidade com
vdrias proteinas celulares do hospedeiro, incluindo a pRb, en-
quanto aquelas dos HPVs de baixo risco ligam-se com baixa
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afinidade. O complexo E7-pRb ¢ detectado em ceratindcitos
humanos transformados, apesar do mesmo ndo ser conside-
rado essencial para imortalizacdo dessas células*?.

O gene ES do HPV também tem sido implicado na indu-
¢do da transformacdo em células epiteliais, possivelmente
aumentando a transducio de sinal intracelular mediado por
fatores de crescimento. A proteina ES € uma pequena pro-
tefna hidrofébica que se liga 8 membrana plasmética e age
sinergicamente principalmente com o fator de crescimento
epidérmico (EGF) na estimulag@o da proliferacdo celular.
Em células expressando ES, o turnover e a fosforilagao dos
receptores de EGF estdo aumentados, possivelmente levando
ao aumento da resposta?*?7,

A importancia dos genes E1 e E2 no processo de transfor-
macdo maligna tem sido investigada, estando principalmente
relacionada ao estado fisico viral, se integrado ou epissomal. O
gene E2 codifica 3 proteinas (E2TA, E2TR e ES/E2TR), que,
juntamente com a proteina E1, codificada pelo gene E1, sdo
responsaveis pela transcricao dos outros genes virais, inclusive
E6 e E7. A ruptura de E2, resultante do processo de integracdo
viral, aumenta os niveis de transcritos de E6 e E7233741,

Meétodos de detec¢do do HPV

Os estudos para detecgdo da presenga do HPV em muco-
sa oral normal sdo controversos; alguns observaram auséncia
ou baixa prevaléncia do virus, enquanto outros revelam que
este virus parece infectar persistente ou freqlientemente a
boca, inclusive em criangas e adolescentes, funcionando
como um reservatorio para novas infecc¢oes virais e/ou fonte
de lesdes recorrentes'> 181935,

Os principais métodos de deteccdo do HPV e seus trans-
critos incluem a imuno-histoquimica, hibridiza¢oes Southern
blot, Northern blot, dot blot e in situ, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), captura hibrida, dentre outros?.

A imuno-histoquimica pode ser realizada em material
congelado, em material parafinado fixado por formol e
ainda em esfregacos citoldgicos. Ela identifica antigenos
estruturais do HPV, mas néo exprime informagao ttil sobre
os varios tipos deste. Anticorpos para a proteina do capsideo
codificada pelo gene L1 sdo os mais usados. Utilizando esse
método, Tinoco et al.*> detectaram a presenga do HPV em
42,5% dos casos de carcinoma oral por eles estudados. A
desvantagem deste método € que eventuais resultados falso-
negativos podem ocorrer, nos quais a proteina estrutural ndo
€ detectada (o que acontece muitas vezes em células menos
diferenciadas), persistindo, entretanto o DNA viral'>#2,

As hibridizagdes Southern blot, Northern blot, dot blot
sdo consideradas de moderada sensibilidade, e a hibridiza¢ao
Southern blot é o padrio de andlise do genoma do HPV, muito
valiosa por oferecer informagdes como a subtipagem viral'®.

A PCR tem sido considerada a técnica mais apropriada
para detec¢do do DNA viral, pois € o método mais sensivel
e capaz de amplificar exponencialmente genomas de HPV.
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Pode também ser usado em tecido parafinado, embora a fixa-
¢do do tecido, dependendo do tempo e do fixador utilizado,
possa degradar o DNA prejudicando sua amplificacdo®.

Embora a PCR seja o método mais sensivel para detecgio
dainfeccdo por HPV, ele ainda produz resultados variados nas
pesquisas, com indices de prevaléncia variando de 0 a 100%.
A diferenca pode ser devida principalmente a dois fatores: pri-
meiramente, pode haver diferencgas inerentes as populag¢oes-
alvo estudadas e segundo, a escolha dos primers utilizados
para amplificacdo pode afetar a deteccdo do HPV!834,

Outro método de alta sensibilidade € a captura hibrida.
Vidal et al.* estudaram a presenca do DNA de HPV em
CEO através do referido método, em amostras colhidas
pela citologia esfoliativa bucal de 40 pacientes: verificaram
que 9 (22,5%) foram positivas para HPV de alto e baixo risco,
uma (2,5%) foi positiva apenas para HPV de alto risco e tam-
bém uma (2,5%) foi positiva apenas para HPV de baixo risco.
Vinte e nove amostras (72,5%) foram negativas para o HPV.

Ademais, a utilizag@o da hibridizacdo in situ (HIS) na
deteccdo de HPV € controversa, pois esta reagdo sempre foi
considerada uma metodologia de baixa sensibilidade quando
comparada a métodos mais especificos como a PCR. Tem,
entretanto, a vantagem de permitir a demonstragio da infor-
magao genética dentro de seu contexto morfolégico e com
grande aplicabilidade em materiais fixados e parafinados.
O aperfeicoamento da técnica (sondas biotiniladas, ampli-
ficacdo genpoint) tem tornado este método mais sensivel a
detec¢io de HPV'™2.

Conclusao

A real participacdo do HPV na etiologia do Carcinoma
Epiderméide Oral €, até agora, especulativa. Tanto sua pre-
senga, verificada por métodos bastante sensiveis, quanto suas
propriedades transformantes relacionadas a indugao da proli-
feracdo celular nas lesdes sediadas neste sitio anatdmico sdo
observadas consistentemente na literatura, mas os resultados
ainda s@o controversos, o que reforca a necessidade de que
mais estudos nesta drea do conhecimento sejam realizados
na busca de um melhor entendimento do papel biolégico
do HPV nesta lesdo.
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