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DereccAo bE HPV porR PCR EM LESOES DA CAVIDADE BUCAL — ATUALIZACAO
PCR HPYV DETECTION IN ORAL CAVITY LESIONS - ATUALIZATION

Pedro Alves Campos', Anilton Cesar Vasconcelos?, Almir Sousa Martins®

Resumo: O cancer bucal representa um problema de saude de abrangéncia mundial. Muitos trabalhos tém

relacionado os HPVs com a incidéncia do cancer bucal. Os principais tipos de HPV considerados cancerigenos

tém sido os HPVs 16 e 18. Os HPVs sdo virus epiteliotroficos, nem todos de alto risco, mas freqiientes na mucosa

bucal. Numa revisdo da literatura, ¢ apresentado o estado da arte sobre a incidéncia de HPV na cavidade bucal,

seus tipos e presumivel relagdo com os carcinomas da boca.
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O cancer bucal representa um problema sig-
nificativo de saude com abrangéncia mundial. Sua
incidéncia corresponde a até 5% de todos os tipos
de canceres, resultando em milhares de mortes.
Além da sua alta taxa de mortalidade, o cancer
bucal deixa, freqlientemente, deformagdes bucais
¢ maxilofaciais resultantes de tratamentos de ra-
diacdo e cirurgias invasivas. Conseqlientemente, o
cancer bucal gera impactos psicoldgicos e fisicos

devastadores no paciente.'

De particular importancia no desenvol-
vimento do cancer bucal estdo os carcindogenos
quimicos relacionados ao tabagismo e a infec¢ao
por papilomavirus humano (HPV). Entre os vérios
fatores carcinogénicos, o HPV tem atraido muita
aten¢do devido: 1) ser freqiientemente encontrado
em espécimes de cancer bucal e 2) o HPV ¢ con-
siderado como o mais importante agente causador
do cancer cervical humano.? Da mesma maneira
que o cancer genital, os HPVs considerados de

alto risco estdo também associados a lesdes tan-
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to benignas como malignas da cavidade bucal,
detectados em papiloma de células escamosas,
condilomas, hiperplasias epiteliais focais e lesdes
malignas da boca.** Entretanto, uma correlagio
significativa de HPVs como agentes etiologicos
indutores de instabilidade genética nestas lesdes
e o desenvolvimento de carcinomas bucais ainda
nio esta determinada, bem como os mecanismos
moleculares envolvidos ndo estdo esclarecidos. Es-
tudos nesta direcdo sdo necessarios e dependem do
aprimoramento de ferramentas moleculares para

diagnostico e caracterizacao destes virus.

Campos’ visou desenvolver protocolos de
PCR convencionais e em tempo real para a de-
teccdo e caracterizagdo de HPVs considerados
como 0s mais importantes na possivel etiologia
das lesdes cancerigenas da boca. O autor procurou
selecionar seqiiéncias genomicas alvos para PCR,
levando em consideragdo as regides de maior

homologia em cada grupo especifico de HPV.



Foram analisadas as regides codificadoras para
as proteinas E6 e E7, por serem oncogénicas® e
as regides L1 e L2 de importancia imunolégica,
por codificarem as proteinas do capsidio.” Foram
escolhidas as seqiiéncias gendmicas dos papilo-
mavirus de alto risco 16 e 31 do grupo A, 18 e 45
do grupo C, 30 e 56 do grupo D. Também foram
consideradas as seqii€ncias genomicas dos HPVs
de médio risco 33, 35 e 58 (grupo A), 66 (grupo
D) e de baixo risco 6B, 11, 44 ¢ 55 (grupo B) e
59 (grupo C). Os resultados do alinhamento das
seqiiéncias no programa PC/Gene determinaram
a escolha dos oligonucleotideos iniciadores que
foram utilizados no trabalho. Desta ampla anélise,
varias opgdes de primers e seus respectivos am-
plicons foram identificadas para uso diagndstico
de um ou mais tipos de HPVs. Como estratégia,
foram selecionados fragmentos alvos entre 200 pb
a 422 pb, segundo a sugestdo de Yap & McGee’,
para rapida deteccdo e otimizacdo das quantidades
de produto da PCR, o que depende diretamente do
tamanho de cada amplicon. O fato das seqii€ncias
alvos selecionadas apresentarem concentragdes de
GC entre 33% a 47% foi importante para facilitar
a amplificacdo por PCR. Embora alguns autores
nio recomendem o uso de inosina como base
neutra em primers para PCR, outros recomendam
o procedimento'®!!. Um par de primers para am-
plificagdo de quatro seqiiéncias alvos de HPV16,
HPV31, HPV35 e HPV35H, permitiu que esses
primers selecionados fossem capazes de detectar
os quatro tipos de virus de alto e médio risco do
grupo A, pela simples substitui¢do de uma base

em cada primer por inosina.

Analisando as regides escolhidas como alvo
para PCR convencional, utilizando o programa
PCGENE, Campos® detectou a presenga de inti-

meras possibilidades de formag¢@o de estruturas

secundarias, relativamente pequenas, de 6-10 pb
como algas tipo “cabeca-de-alfinete” (hair-pin-
loops). Estas seqiiéncias repetidas invertidas que
possuem menor energia livre sdo as de menor es-
tabilidade e com maior probabilidade de formagao
de estruturas secundarias. Tais estruturas podem se
tornar problema de dificil detec¢do no processo de
padronizagdo de PCR. Breve andlise da literatura
demonstra que estas estruturas parecem nao ser
notadas nos trabalhos de HPV envolvendo PCR
diagnostico, embora atualmente outras viroses
sejam alvos deste assunto.!’. As hair-pin-loops
sd0 marcantes no genoma dos papilomavirus,
quando comparados com seqiiéncias de outros

organismos.

Campos’ procurou testar os primers designa-
dos para os diferentes grupos de HPVs seleciona-
dos, através de uma série de experimentos de PCR
convencionais, visando o estabelecimento de um
protocolo unico para todos os primers alvos. Para a
padronizacdo geral, foram utilizados os DNAs pa-
drdes das linhagens celulares de carcinoma cervical
HeLa e SiHa para HPV18 e 16, respectivamente,
com vistas a melhor sensibilidade possivel. Além
disto, a sensibilidade de deteccdo dos primers foi
melhorada, testando-se diferentes programas de
ciclos termais.” Segundo Campos®, pequenas mo-
difica¢des nas condi¢des de PCR permitem que os
primers escolhidos sejam capazes de detectar com
sucesso os HPVs selecionados dos grupos A, B, C
e D. A prevaléncia de HPV em células de mucosa
bucal normal tem sido relatada com a estimativa
de uma copia de DNA gendmico viral para cada
mil queratindcitos, sugerindo a necessidade de

PCR com maior sensibilidade."?

Viérios pesquisadores detectaram HPV em
carcinoma de célula escamosa de boca por PCR.

Os principais tipos de HPVs encontrados nesses
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estudos foram os HPVs ¢, 11, 16 e 1814, com pre-
valéncias que variaram de 10% a 100%. Snijders
etal.'” e Premoli-De-Percoco & Ramirez'* encon-
traram 21% e 60%, respectivamente. Campos’
realizou a triagem de 134 amostras de lesdes de
boca, sendo 67 de carcinomas de células escamo-

sas (26 de tecido fresco e 41 de tecido embebido

em parafina) e 67 de papilomas em parafina, para
os HPVs 6b, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35, 44, 45, 53,
55, 56, 58, 59 e 66.

A Tabela 1 publicada por Campos’® apre-
senta um resumo da detec¢do de HPVs por PCR
em tecido fresco de lesdes de boca, nos ultimos

cinco anos.

Tabela 1 - Resultados comparativos da ocorréncia de HPVs dos grupos A, B, C e D em diferentes amos-

tragens de lesdes de boca obtidos por PCR

Autores 16 58/33 6b/11 44/55 18 59 30/53 56/66
Ostwald et al. (2003) 35 5 16
N=118 (30%) (4%) (14%)
Ha et al. (2002) 14
N=18 (78%)
Ringstrom et al. (2002) 18
N=89 (20%)
Chen et al. (2002) 24 4 7 fg)
_ 0 0 0
N=27 (86%) (15%) N=O]
Terai et al. (1999)* 2 1 26 7
N=30 (7%) (3%) (87%) (23%)
Kojima et al. (2003)* 11
N=77 (30%)
Campos (2005) 1 6 8 4 2 3
N=26 (4%) (23%) (31%) (15%) (8%) (12%)

(*) amostras normais de adultos

(£) amostras normais de criangas de 3-5 anos

A analise por PCR convencional de todas
as amostras (parafina e tecido fresco) detectou
o total de 23% (31/134) de positividade para a
presenca de DNA de papilomavirus humano,
sendo 34% (23/67) em carcinomas ¢ 19,4%
(13/67) em papilomas. Em estudos recentes em
carcinoma bucal de tecido frescol6, encontraram
positividade de 43,2% (51/118) para HPVs 6, 11,
16 e 18. Campos’ encontrou 61,53% (16/26) de
positividade em amostras de carcinoma de tecido
fresco. Os achados acima demonstram uma gran-

de variabilidade na deteccdo de DNA viral por
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PCR em lesoes da cavidade bucal. Avaliagdes de
amostras de mucosa bucal normal realizadas por
Terai et al.”® , com PCR in situ em 47 esfregagos
de queratinécitos de boca de individuos adultos
normais, demonstraram 7% (2/30) de positividade
para HPV16. Kojima et al.'"” demonstraram a ocor-
réncia de 14% (11/77) de HPVs na cavidade bucal
normal de criangas japonesas com idades de 3 a 5
anos. E consenso geral que a prevaléncia de HPV
na mucosa bucal normal ou no estado patolégico
¢ ainda controversa, dependendo da populagéo e

do método de deteccdo empregado'®. Entretanto os



achados até o momento sugerem que a cavidade
bucal € reservatorio de HPVs, desde a infancia,
e que posteriormente doengas associadas com o
papilomavirus humano, tais como carcinomas e
outras lesdes possam se desenvolver. Portanto,
ha necessidade de desenvolvimento e aprimo-
ramento de técnicas sensiveis e especificas para
diagnostico, no intuito de buscar futuros métodos

de profilaxia e tratamento.

Campos’ desenvolveu um método alternati-
vo, relativamente rapido, de extracdo de DNA de
tecido em parafina que difere dos demais métodos
que envolvem longa incubagdo em xilol. Ha et
al.'” , utilizando PCR quantitativo em tempo real,
pesquisaram amostras de arquivos de carcinoma
em parafina e detectaram HPV16 em 2,9% (1/34).
A maioria das pesquisas de prevaléncia do HPV59
enfoca em lesdes cervicais e considera este HPV
como confinado nas populagdes das Américas
Central e do Sul?® , com relato recente de 2% em
trabalho realizado na Africa do Sul*' . O relato da
incidéncia deste HPV em lesdes de boca ¢ bastante

raro.?

Lorincz et al.” classificaram os HPVs dos
tipos 6, 11 e 44 como de baixo risco, sendo os
tipos 6 e 11 responsaveis pelas infecgdes benig-
nas do trato anogenital. O condiloma acuminado
¢ atribuido a esses dois tipos de HPVs em 93%
dos casos. O tumor de Buschke-Lowenstein, um
carcinoma bem diferenciado de células escamosas
que acomete a regido urogenital, ¢ também atri-
buido aos HPVs 6 e 11. Tudo indica que os HPVs
6 ¢ 11 estao associados ao HPV13 em infeccdes
do trato ororespiratdrio. Campos em 2005° obte-
ve amplificacdo positiva de HPV 6b/11 em 2/67
(2,98%) amostras de papilomas obtidas de tecido

embebido em parafina, ndo sendo evidenciada ne-
nhuma amostra positiva de carcinoma de parafina,
enquanto que a partir das amostras de carcinomas
de tecido fresco foram detectadas 8/26 (30,76%)
amostras positivas. Estes dados comparados com
o de outros autores (Tabela 1) mostram que ha
uma presen¢a comum destes HPVs na maioria dos
estudos com diferencas no numero de ocorréncias,
o que pode ser atribuido a variabilidade popula-
cional das amostras ou talvez por diferencas na
sensibilidade de cada PCR utilizado.

Os HPVs 18 e 45 do grupo C sdo conside-
rados de alto risco, sendo o 18 apontado como o
de maior associagdo com a carcinogénese bucal,
juntamente com o0 HPV16 do grupo A.!6:17.192425 A
associacdo de HPV 18 e carcinogénese sugerida por
Ostwald et al.'® € posta em duvidas pelos resultados
de alta ocorréncia demonstrado por Terai et al.'’

em tecido bucal normal.

Os HPVs 30 e 56 foram classificados como
sendo de alto risco por Lorincz et al.** e de médio
risco por Bergeron et al.?* O HPV56 é tido como
infectando predominantemente a regido anoge-
nital, enquanto o HPV30, isolado raramente de
lesdes do trato genital, ¢ mais freqiientemente
correlacionado com o carcinoma de laringe.?”’
Campos® desenhou primers semelhantes para
mais de um tipo de HPV dentro desse grupo D,
isto €, com dois pares de primers foi possivel tra-
balhar com quatro tipos de HPVs. Para os HPVs
30 e 53, sem distin¢do, detectando positividade
em 22% (9/41) de amostras de carcinoma em
parafina, em 1,5% (1/67) de amostra de papiloma
de tecido incluido em parafina e em 11,5% (3/26)
das amostras de carcinoma de tecido fresco. Os
estudos destes HPVs sdo ainda insatisfatorios,
mesmo que estejam correlacionados com cancer

da cavidade bucal.
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Oral cancer represents a health problem of
worldwide distribution. Several articles have
related HPVs to oral cancer incidence. The main
types of HPV that have been considered to be can-
cerigenous have been HPV 16 and 18. The HPVs
are epiteliotrophic virus; not all of them offer high
risk, but are frequent in oral mucosa. In a literature
review, we present the state of the art about HPV
incidence in oral cavity, their types, and presuma-

ble relation with oral cancinomas.

HPV, oral carcinoma, PCR
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