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RESUMO

O pl6 é um gene supressor de tumor amplamente estudado nas lesGes associadas ao
Papilomavirus Humano (HPV) visto que sua superexpressdo € causada pela proteina viral E7.
Além disso, esta molécula pode interagir com ciclina D1, importante regulador do ciclo
celular, utilizado como marcador de agressividade tumoral. A expressdo da proteina humana
Ki67 esté estritamente relacionada com a proliferacdo celular e consequentemente com o grau
de malignidade e progndstico das neoplasias. O presente estudo objetivou avaliar a expressao
imunoistoquimica de p16, ciclina D1 e Ki67 em lesGes orais benignas exibindo coilocitose e
no carcinoma de células escamosas (CEC) com ou sem evidéncia microscopica de infeccédo
viral. Trata-se de um estudo retrospectivo, quantitativo e transversal realizado por meio do
levantamento de blocos parafinados realizado no Laboratorio de Patologia Bucal do curso de
Odontologia da Universidade Federal do Ceara, no periodo de 2008 a 2013. Foram
selecionadas 89 amostras agrupadas em: 25 hiperplasias fibroepiteliais com coilocitose
(HFE/Col); 16 papilomas escamosos orais (PO); 28 carcinomas de células escamosas orais
(CEC), subdividido entre pacientes abaixo de 50 anos (CEC-50) e acima de 50 anos
(CEC+50). Utilizaram-se 20 casos de hiperplasias fibroepiteliais (HFE) como controle
negativo. Na revisao histoldgica de todos os grupos, exceto no CEC+50, foram encontradas
alteracOes citologicas consistentes com coilocitose (p<0.001). O sexo feminino foi 0 mais
prevalente em toda a amostra ndo sendo, contudo, estatisticamente significante (p=0.830). As
faixas etarias mais afetadas, em todos os grupos, foram a quarta e a quinta décadas de vida, no
entanto, sem significancia estatistica (p=0.701). A localizacdo anatdmica mais frequente no
HFE/Col foi o rebordo alveolar seguida da mucosa jugal, no PO o assoalho bucal e rebordo
alveolar, no CEC abaixo de 50 anos a lingua e palato e nos casos de CEC acima de 50 anos a
lingua, este dltimo de forma significante (p=0.015). Todas as lesdes orais benignas e 0 grupo
de CEC-50 apresentaram elevada imunomarcacdo para pl6 e ciclina D1, sendo
estatisticamente significante em relacdo ao controle negativo (HFE) (p<0.001). A expressdo
quantitativa por Ki67 foi significantemente maior no CEC-50 em relagdo ao grupo controle
(HFE) (p<0.001). Conclui-se que as lesdes orais com coilocitose (papiloma, HFE/Col e CEC-
50) apresentam positividade para pl6 e ciclina D1 sugerindo possivel associacdo da
patogénese com o papilomavirus humano.

PALAVRAS-CHAVE: HPV, cancer oral, p16, ciclina D1 e Ki67.



ABSTRACT

P16 is a tumor suppressor gene widely studied in lesions associated with human
papillomavirus (HPV) since its overexpression is caused by viral protein E7. Furthermore,
this molecule can interact with cyclin D1, an important regulator of cell cycle used a marker
of tumor aggressiveness. The expression of the human Ki-67 protein is strictly associated with
cell proliferation and consequently the degree of malignancy and prognosis of tumors. This
study aimed to evaluate the immunohistochemical expression of p16, cyclin D1 and Ki67 in
benign oral lesions showing Koilocytosis and squamous cell carcinoma (CEC) with or
without microscopic evidence of viral infection. This is a retrospective study, quantitative and
cross carried by lifting paraffin blocks performed in Oral Pathology Laboratory of the course
of the Federal University of Ceara Dentistry, from 2008 to 2013. We selected 89 samples
grouped in 25 fibroepithelial hyperplasia with Koilocytosis (HFE / Col); 16 oral squamous
papillomas (PO); 28 oral squamous cell carcinomas (CEC), subdivided among patients
younger than 50 years (CEC-50) and above 50 years (CEC + 50). Were used in 20 cases of
fibroepithelial hyperplasia (HFE) as a negative control. In histological review of all groups,
except for CEC + 50, cytological changes were found consistent with Koilocytosis (p <0.001).
Females were the most prevalent in the whole sample is not, however, statistically significant
(p = 0.830). The most affected age groups, in all groups, were the fourth and fifth decades of
life, however, without statistical significance (p = 0701). The most common anatomical
location in the HFE / Col was the alveolar ridge followed by buccal mucosa in the mouth
floor PO and alveolar ridge, the CEC under age 50 the tongue and palate and in cases of CEC
over 50 years the tongue, this last significantly (p = 0.015). All benign oral lesions and the
group of CEC-50 showed high immunostaining for p16 and cyclin D1, which was statistically
significant compared to the negative control (HFE) (p <0.001). The quantitative expression of
Ki67 was significantly higher in CEC-50 in the control group (HFE) (p <0.001). We conclude
that oral lesions with Koilocytosis (papilloma, HFE / Col and CEC-50) are positive for p16
and cyclin D1 suggests a possible association of pathogenesis with human papillomavirus.
KEYWORDS: HPV, oral cancer, pl16, cyclin D1 and Ki67.



LISTA DE ILUSTRACOES

1. QUADROS
Quadro 1- Especificidade, clone, diluicdo, recuperacdo antigénica e tempo de incubacdo dos
anticorpos primarios empregados Na AMOSEIA..........cveiverieerieieeieeie e e ree e e ee e ses 34
2. FIGURAS

Figura 1- Mapa gendmico do HPV-16. O genoma do HPV-16 é esquematicamente
representado com a regido precoce (E) e a regido tardia (L). O promotor P97 (seta) e o0s sitios
de ligacdo a E2 (circulos fechados) dentro da LCR anterior aos genes E6 e E7 sdo indicados
(Adaptado de Zur Hausen, 2006).........cc.civveiuiaiieiieieeie e sie et se e sre e sae e sre e 17

Figura 2- Fotomicrografia de HFE/Col, PO, CEC e HFE corados em HE e, respectiva
expressao imunoistoquimica de p16 e ciclina D1. Aumento de 400x. Fonte: Laboratério de

Patologia Bucal — Universidade Federal do Ceara ...........ccceevvevveiiiieiie s 42

Figura 3- Fotomicrografia dos grupos HFE/Col (A), CEC-50 (B) e HFE (C), imunomarcados
por Ki67. Aumento de 400x. Fonte: Laboratério de Patologia Bucal- Universidade Federal do



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Dados em frequéncia absoluta e relativa da revisdo histologica da presenca de
coilocitose de 89 lesdes 0rais (P<0.001)......c.ccueiieriieieiieere e 37

Tabela 2: Distribuicdo por sexo de 63 lesdes orais (P=0.830)........cccccevvrrerieriieerieeresiiesieennnns 37

Tabela 3: Distribuicdo etaria de 46 lesbes orais com presenca de coildcitos

Tabela 4: Distribuicdo por localizacdo anatdmica da amostra de 69 lesdes orais
(PT0.019) ottt R bt e b et eer e r et ne e 39

Tabela 5: Imunomarcacdo de pl6 de 89 lesbGes orais com presenca microscopica de
(oo ] [oTod | (01 T=T (s R0 TSSOSO 40

Tabela 6: Imunomarcacdo para ciclina D1 de 89 lesdes orais associadas a coilocitose
(RS0 20001 TSSO 40

Tabela 7: Avaliacdo quantitativa de células imunomarcadas para p16 e ciclina D1 de 89 lesdes
orais com evidéncia microscopica de coilocitose
(TS0 2000 TSSO 41

Tabela 8- Correlacdo de escores citopatologicos sugestivos de infeccdo viral e o perfil de
celular (quantitativo) de imunomarcacédo celular para p16, ciclina D1 de 40 lesdes benignas
orais associadas a
(o101 (o Tod ) (01 TSRS RRP 43
Tabela 9- Avaliacdo quantitativa de imunomarcacao celular entre as zonas peritumorais e
intratumorais de 28 lesdes de CEC em relacdo aos escores citopatologicos sugestivos de
LY=ol ot oI | - | PP URRUROPORI 43

Tabela 10- Imunomarcacdo para Ki67 de 59 lesbes orais associadas a
(o0 | 001 (01T PSSR OPOPR 44

Tabela 11- Avaliagdo quantitativa do perfil de células imunomarcadas para Ki67 de 59 lesdes



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CDK: do inglés cyclin dependente-kinase, traduzido como quinase dependente de ciclina.

CKI: do inglés cyclin dependente-kinase inibitor, traduzido como inibidor de quinase
dependente de ciclina.

CECP: carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco.

CEC ou CEO: carcinoma epidermdide oral ou carcinoma de células escamosas oral.

PO ou PEO: papiloma escamoso oral.

HFE/Col: hiperplasia fibroepitelial com presenca de coilécitos.

CEC+50: carcinoma epidermdide oral em pacientes acima de 50 anos.

CEC-50: carcinoma epidermoide oral em pacientes com idade igual ou inferior a 50 anos.

HFE: hiperplasia fibroepitelial.

DAB: Diaminobenzindina.

DNA: do inglés, Deoxiribonucleic Acid, traduzido como acido desoxirribonucleico.

HPV: do inglés, Human Papillomavirus, traduzido como papilomavirus humano.

IQ: Imunoistoquimica

pl16: refere-se a proteina homoénima (p16) expressa.

pRb: refere-se a proteina homdnima (pRb) expressa.

Ciclina D1: refere-se a proteina homoénima (ciclina D1) expressa.

Ki67: refere-se a proteina homoénima (Ki67) expressa.



p53: refere-se a proteina homoénima (p53) expressa.

El, E2, E3, E4, E5, E6 e E7: do inglés, early, traduzido por proteinas de expressao precoce do
HPV.

L1, L2, L3: do inglés, late, traduzido por proteinas de expressdo tardia do HPV.

SABC: do inglés, Streptoavidin-biotin complex, traduzido como complexo streptoavidina
biotina.

RNA: do inglés, ribonucleic acid, traduzido por acido ribonucleico.

DST: sigla para denominar doencas sexualmente transmissiveis.

INCA: Instituto Nacional do Cancer.

kDa: Kilodaltons.

G1/S/G2: Letras representativas das fases de replicacao celular.

HE: Hematoxilina-Eosina.

ug: micrograma.

ul: microlitro.

um: micrémetro.

NIC: sigla do sistema Bethesta para denominar os graus de lesdo intraepitelial cervical.

PCR:do inglés, Polymerase Chain Reaction, traduzido por Reacdo de Cadeia Polimerase.



SUMARIO

(O [N 210 510070 T 13

2. REVISAO DA LITERATURA......coooceerceeeeeeeesee e 16
2.1 HPV: genoma e proteinas virais, classificacéo

e patogénese da INTECCAD. ........cccveiveiieii e 16

2.2 Efeitos Citopaticos do HPV.........ccocoviii i 22

2.3 O HPV em les6es benignas de cavidade oral..............cccccovevvinenienen. 23

2.4 O HPV no carcinoma epidermoide oral............cccccovvviveiiiiinieccieennn, 25

2.5 Imunoexpressdo de p16 e cilcina D1.........ccccovvevieiiece e 26

2.6 IMun0expressdo de KiB7........cccveveiieieeie e 28

3. OBUIETIVOS. ... oottt 29

4, METODOLOGIA.......o ottt 30

4.1 Caracterizacao do EStUO..........cceveeiieiiicse e 30

O OF U1 1 [ TSSOSO 30

4.3 CAICUIO AMOSIIAL....ccuiiiiiiiiieieiee e 30

4.4 Critérios de inclusdo e exclusdo da amostra............ccceevererieninnnnnns 31

4.5 Analise Clinicopatoldgica da amostra...........ccceeeeeveeveeiieieesiesieinnn, 31

4.6 Expressdo ImunoiStoquimICa.........cccveieeveiiieiiecec e 32

4.6.1 Preparo do material/Protocolo da reacao...........c.cccceevvvennenne. 32

4.6.2 Captura das iMageNS.........ccovevreeireiieeieerie e see e eie e see e 33

4.6.3 Densidade de marcacdo epitelial.............c.ccooevviiieieiiciienenn, 33

4.7 ANALISE ESALISTICA. ... .veeveeeeiiiiesiieieee e 34

4.8 ASPECLOS BLICOS € 18JAIS.......eccvieiiiieiecie e 35

5. RESULTADOS.......cooitetietieiee sttt 36

B. DISCUSSAD. ...t 45

7. CONCLUSOES.......c.oiiiiiiireiniinsies st 51

REFERENCIAS. ...ttt 52

APENDICES. ... oo e ettt es e e e e er e ee e 64



13

1 INTRODUCAO

Diversas lesdes orais sdo identificadas com base nas alteracdes histopatologicas
observadas na microscopia Otica de rotina, contudo a imunoistoquimica (1Q) tem sido
usada para aperfeicoar os recursos diagndsticos elevando a sensibilidade dos resultados da
histopatologia convencional. Quando se analisam lesdes com presenca de coildcitos o
emprego da 1Q mostra-se importante para indicar se os tecidos analisados possuem tragos
de moléculas expressas em infecgdes virais (CHENEVERT e CHIOSEA, 2012).

Nesse sentido a etiopatogénese do CEC oral que ja € explicada por diversos fatores
como fumo, alcool e radiacdo solar (lesGes em labio) tem sido também associada a
infeccbes pelo papilomavirus humano Os pesquisadores se baseiam em achados
histopatolégicos indicativos de infeccdo viral como a coilocitose para entdo submeter as
amostras a diversos testes para confirmar a presenca do virus (ZHAO et al., 2012; WEISS
etal., 2012; UKPO et al., 2012).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) notificou, no ano de 2014, o CEO como o
quinto lugar geral dos tipos de cancer entre a populacdo masculina. Nas regiées Nordeste
(7 casos/100 mil) e Sudeste (15 casos/100 mil) ocupa a quarta posi¢do. Na Regido Centro-
Oeste (8 casos/100mil) esta na quinta colocacdo. Os principais fatores de risco sdo o0
fumo, o etilismo e infeccbes orais pelo HPV. A despeito dos esforcos e altos
investimentos na busca de marcadores bioldgicos, hd muito a ser descoberto, e o que se
tem de concreto e de facil acesso sdo os dados clinicos e histopatogicos das lesGes.
Segundo Almeida et al (2011), o uso da Imunoistoquimica tem otimizado o diagnéstico de
diversas lesbes e auxiliado no entendimento do comportamento biolégico de tumores
benignos e malignos.

O papilomavirus humano é um virus ndo envelopado de acido desoxirribonucelio
(DNA) pertencente a Familia Papillomaviridae o qual infecta células epiteliais escamosas
(DOOBAR et al, 2012). No exame histopatoldgico a coilocitose apresenta-se como 0
aspecto morfologico mais sugestivo da presenca do virus, contudo essa e outras alteracoes
sdo apenas indicativas de infeccdo viral sem que se possa confirmar a sua presenca
(LEWIS et al, 2012).

Na boca as principais lesdes associadas ao papilomavirus humano séo o papiloma

escamoso oral, a verruga vulgar, a hiperplasia epitelial focal (papiloma multifocal) e o



14

condiloma acuminado. Os subtipos virais responsaveis por essas formas clinicas de
apresentacdo sdo diversos e o comportamento biolégico, embora na maioria benigno, é
variavel, podendo em alguns casos desenvolver-se o cancer a partir de lesdes pre-
existentes de HPV (DOORBAR et al., 2007; CHENEVERT e CHIOSEA, 2012).

As técnicas utilizadas para rastreamento do HPV sdo a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a hibridizacdo in situ (ISH). O PCR quantifica a carga viral do
papilomavirus e pode ser usado também para diferenciar os diversos subtipos existentes,
porém ndo é rotineiramente disponivel na maioria laboratérios devido o alto custo (EL-
MOFTY e PATIL, 2006).

Alguns testes de PCR sdo aprovados para uso clinico, porém o método exige um
alto nivel de habilidades técnicas e instalacbes de laboratério especiais para evitar
contaminacdo. Quando aplicado aos extratos feitos a partir de amostras de bidpsias
frescas-congeladas, a sensibilidade é mais elevada, embora o uso para blocos parafinadas
também seja vidvel (FAKHRY, 2006; DAYYANE et al., 2010).

A deteccdo do virus com ISH fornece evidéncias de genomas virais por &cido
ribonucleico mensageiro (RNAm) ou acido desoxirribonucleio (DNA) viral presente no
ndcleo de lesBes ativas sendo altamente especifica, embora menos sensivel que o PCR
(ROBINSON et al, 2010).

Junto com o diagnostico do HPV a detecgdo da proteina pl6 é frequentemente
utilizada como um marcador indireto associado a oncoproteinas virais (E5, E6 e E7), esssa
imunomarcacao ajuda a diferenciar entre as lesdes ativas e as formas latentes tendo em
vista que a imunoexpressao desta proteina s6 ocorre na forma ativa do HPV (EL-MOFTY,
ZHANG e DAVILA, 2008).

O p16 é um gene supressor de tumor, que inibe quinase dependente de ciclina. Na
presenca do HPV ativo, a proteina do retinoblastoma hipofosforilado (pRb) liga-se a
oncoproteina E7, permitindo a transcricdo do fator ativador E2F e parando o feedback
negativo em p16, dessa forma a molécula se acumula na célula sem que a mesma possa
exercer sua funcdo adequadamente (KIM et al., 2007; DAYYANE et al., 2010).

O uso na rotina diagnostica do pl16 é bastante acessivel e seus custos técnicos sdo
estimados em 2-16 vezes menores do que outros testes especificos de HPV (LEWIS,
2012). Contudo tém sido relatados dificuldades em afirmar que o p16 por si sO represente
o0 diagnostico presuntivo para a infeccdo por HPV em boca, pois ndo ha consenso sobre a

definicdo de uma taxa quantitativa de superexpressdo de pl6 variando entre 5% a 75%
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(SMEETS et al, 2007; LEWIS, 2012). Isto pode ser problematico, pois a falta de
padronizacdo leva a interpretacfes duvidosas sobre os espécimes pl6-positivos e
negativos.

Normalmente ndo somente o p16 é empregado nos testes de imunoistoquimica em
amostras com alteracfes citopatoldgicas de infeccdo viral, mas um panorama de
marcadores tem sido adicionado como o p53, Ki67, ciclina D1, p21 dentre outros. O
intuito principal é determinar o prognostico de lesdes potencialmente malignas e de
tumores malignos em boca associados ao HPV (LANGENDIJK e PSYRRI, 2010; GAO et
al., 2013).

O anticorpo monoclonal anti-Ki67 tém mostrado relagdo com o grau histoldgico de
anaplasia e o comportamento biolégico dos tumores, sugerindo que a expressdo deste
marcador, forneca informacgfes prognosticas em alguns tipos de carcinomas de pele e
membranas mucosas (KONG et al., 2006; LAMBERT et al., 2006). E descrito que a taxa
de imunoexpressdo € maior em tumores epiteliais como o CEC (LIANG, et al., 2006).

Além deste, a ciclina D1 também tem sido usada como marcador de lesdes
tumorais. Esta proteina pertence a uma familia de ciclinas altamente conservada, cujos
membros sdo caracterizados por aumentar seus intervalos de concentracdo ao longo do
ciclo celular (FRIEDLAND et al., 2012). As ciclinas funcionam como reguladores das
quinases dependentes de ciclina ou CDKs. A ciclina D1 atua como uma subunidade
reguladora de um complexo formado com CDK4 ou CDKG6 e a sua atividade € necessaria
para G1 / S de transicdo do ciclo da célula. Além disso, esta proteina também tem
mostrado ser capaz de interagir com Rb, que hiperregula a expresséo de ciclina D1 (KIM
et al., 2007). Por seu metabolismo estar associado a pl16 a imunoexpressao simultanea
destas moléculas tem tido interesse particular em espécimes que apresentam coilécitos no
exame histopatologico (KLUSSMANN et al., 2009).

Diante do exposto o presente trabalho se propds a realizar um estudo de correlagao
entre a expressdo imnuoistoquimica de pl16, ciclina D1 e Ki67 em lesfes orais com

presenca de coilocitose detectada no exame histopatologico de rotina.
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2 Revisao da literatura

2.1 HPV: genoma e proteinas virais, classificacdo e patogénese da infecgao.

Os papilomavirus sdo pequenos virus de DNA, ndo envelopados, classificados na
familia Papillomaviridae, género Papillomavirus que podem ser encontrados no epitélio
humano e de muitas espécies de animais, incluindo passaros, répteis e mamiferos, e sdo

altamente especificos para os respectivos hospedeiros (KUO et al., 2008).

O HPV é um virus cujo genoma constitui-se de uma dupla-hélice de DNA
circular, com cerca de 8.000 pares de bases (UOKPO et al., 2011). Foram reconhecidas
trés regibes em seu genoma: uma regido precoce, que compreende seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 e
E7) com funcBes regulatorias relacionadas a persisténcia do genoma na célula, replicacdo do DNA e
ativacdo do ciclo litico; uma regido tardia, que codifica duas proteinas estruturais (L1 e L2), e uma
regido nao-codificante conhecida como regido de controle de l6cus (LCR) que contém a origem de
replicacdo viral e os elementos transcricionais que regulam a expressdo dos genes do HPV
(UOKPO etal., 2011; WEISS et al., 2012) (Figura 1).

Os efeitos das proteinas E6 e E7 tém sido intensivamente estudados e podem atuar
juntas produzindo eficiente imortalizacdo de células epiteliais humanas, evidenciando
assim, o papel do HPV na tumorigénese. Estudos individuais tém mostrado também que
células epiteliais orais humanas podem ser imortalizadas por alguns tipos de HPVs de alto risco
(OKORKE et al., 2012).

A proteina E6 do HPV de alto risco atua como um fator importante na
progressao de lesGes potencialmente malignas para o cancer por possuir acdo anti-apoptética
e carcinogénica. A proteina E6 interage com a proteina supressora de tumor p53, teoricamente,
provocando o sequestro funcional de p53 e promovendo sua degradacdo pela via proteolitica
dependente da ubiquitina (OKORKE et al., 2012). A atividade da telomerase em células humanas
normais também pode ser induzida pela proteina E6, e sabe-se que esta atividade é critica para a
senescéncia celular (ZHAO et al., 2012).
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Figura 1: Mapa gendmico do HPV 16. O genoma do HPV
16 é esquema camente representado com a regido precoce (E)
ea reglao tardia (L). O romotor Po7 cSsetaie os sitios de
ligagdo a E2 mrculos fec ados) dentro R anterior aos
genes E6 e E7 sdo indicados.

(Adaptado de Zur Hausen, 2006).

A fosfoproteina nuclear p53 possui como principal funcdo a acdo supressora de
tumor. Essa funcdo é exercida através de mecanismos regulatérios do ciclo celular que
impedem a replicacdo do DNA quando este apresenta algum tipo de dano. Tais
mecanismos levam a uma parada do ciclo celular na fase G1 de modo que haja tempo de reparo das
alteragBes existentes. Quando este reparo ndo é possivel, a célula aciona mecanismos que resultam
na sua morte por apoptose. Assim, quando a proteina E6 liga-se a p53, induzindo sua rapida
degradacdo proteolitica, faz com que a replicagdo do DNA ocorra normalmente independente do
dano que ele apresente, resultando na instabilidade gendmica (MARUR et al.,2010).
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A oncoproteina viral E7, assim como a proteina E6, também atua como um
importante fator na progressdo do tumor. Esta se associa ao produto do gene do
retinoblastoma (pRb), um gene supressor tumoral importante no controle negativo do
crescimento celular. A ligacdo de E7, de HPV de alto risco, a pRb, induz a liberag¢do do
fator de transcricdo E2F que ativa a transcrigdo de genes promotores da progressao do ciclo e
proliferacéo celular. A expresséo de E7 de HPVs de alto risco favorece a integracdo do DNA
viral a0 DNA da célula hospedeira, promovendo a instabilidade gendmica e
aumentando a mutagenicidade de carcinGgenos quimicos por mecanismos ainda
desconhecidos (KIM et al., 2007; DAYYANI et al., 2010)

Os genes tardios L1 e L2 apresentam sequéncias altamente conservadas em todos
os papilomavirus e codificam proteinas do capsidio. Apos sintetizadas, estas proteinas sao
direcionadas para o nucleo celular onde as particulas virais sdo formadas. Estas proteinas virais
sdo expressas exclusivamente em infecgdes produtivas, ocorrendo somente em queratindcitos
diferenciados (ANG et al., 2010).

Os HPVs sdo classificados taxonomicamente e subdivididos em subtipos por
analise gendmica e portanto, representam genotipos. O genoma de HPV é descrito como
pertencendo a um tipo se as sequéncias nucleotidicas dos genes E6, E7 e L1 (isto &, cerca de 1/3
do genoma viral) apresentassem menos de 90% de homologia com os tipos previamente
identificados. Um subtipo que compartilhasse uma homologia entre 90-98 % nestas regides sao
considerados de subtipos idénticos (HOLZINGER et al., 2012).

Clinicamente a infeccdo pelo HPV causa um amplo espectro de proliferacdes cutaneas,
muco-cutaneas e da mucosa e podem ser agrupados em trés grupos patoldgicos
(DAYYANI, 2010):

» HPVs cutaneotrépicos que afetam regides ndo-genitais. Estes subtipos estdo quase
sempre associados a lesdes verrucosas benignas;

» Os subtipos cutaneotrépicos que produzem lesdes clinicas em pacientes com
epidermodisplasia verruciforme, uma condigdo hereditéaria rara autossémica recessiva,
onde um defeito na imunidade mediada por células T torna os pacientes suscetiveis a leses
provocadas por alguns tipos de HPV. Esta condicao é caracterizada por uma verrucosidade
extensa, a partir dos 8 anos de idade e cerca de 50 % dos pacientes desenvolvem carcinoma de
células escamosas em sitios cutaneos expostos a luz solar a partir dos 30-40 anos. Estes virus

raramente estéo associados ao desenvolvimento de neoplasias em pacientes sem a doenca.
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» Subtipos mucoso-genitotropicos, que infectam especialmente a genitalia externa ou a
mucosa da genitélia, boca ou laringe. Deste grupo fazem parte cerca de 40 tipos de virus.

A mesma correlacdo entre os tipos de HPV mucosos e caracteristicas clinico
patoldgicas especificas sdo observadas tanto na regido de cabeca e pescoco como no
epitélio cervical uterino, embora a infeccdo pelo HPV seja menos prevalente em lesGes dos
tratos digestivos e respiratorios superiores que nas correspondentes lesdes cervicais (ANG et al.,
2010; CHENEVERT e CHIOESA, 2012).

Os HPVs mucosos sdo tipicamente divididos em dois grupos: grupos de baixo
risco e de alto risco. A definicdo original de tipos especificos de HPV como virus de alto
risco foi baseada em sua presenca frequente no cancer anogenital e cervical (BEGUM e
WESTRA, 2008). Nos anos seguintes, a determinacéo de diferentes propriedades para ambos
0s grupos permitiu uma melhor definigdo. Isto se tornou aparente quando foi demonstrado
que virus de alto risco eram capazes de imortalizar queratindcitos humanos in vitro e os
virus de baixo risco ndo apresentaram esta propriedade (DAY YANI et al.,2010).

As observacdes subsequentes sobre a ligacdo de oncoproteinas de HPV de alto risco a
p53 e pRb também foram parametros importantes na distingdo entre 0s grupos, ja que as
proteinas dos HPVs de baixo risco ndo apresentavam esta caracteristica. Entretanto, a
inducdo de aberragBes cromossGmicas como consequéncia da acdo das oncoproteinas dos
subtipos de HPV de alto risco sobre os mecanismos de controle do ciclo celular emergiu como
a mais importante distincdo funcional entre estes dois grupos. Devido a estas propriedades,
virus de alto risco sdo capazes de contribuir diretamente para a progressdo maligna de células
infectadas latentemente e podem atuar como carcindgenos solitarios, no cancer anogenital
(KLUSSMANM et al., 2008).

Tipos oncogénicos de HPVs, tais como o HPV 16, sdo associados com
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, enquanto tipos de HPVs de baixo risco, tais
como o HPV 6, sdo ligados a papilomas de cabeca e pescoco (CHARFI et al., 2008). Os HP Vs,
principalmente o 16, sdo também encontrados em queratinécitos e displasias da laringe e da
cavidade oral, que sao conhecidas como lesdes pré-cancerosas (GAO et al., 2013).

O potencial de malignidade ¢ um importante fator de progresséo da infecgao.
Se a infecgdo € por virus de baixo risco, ela ou produzird verrugas ou sera eliminada,
dependendo de fatores de risco e do sistema imune. Se a infecgdo € por um tipo intermediario ou
virus de alto risco e o sistema imune do paciente é competente, a infeccdo provavelmente sera

eliminada. Aqueles pacientes que sdo infectados por um virus contendo uma variante mais
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agressiva e que tém cofatores genéticos, ambientais e sistema imune predisponentes, desenvolvem
infeccBes genitais persistentes que resultam em lesdes precursoras que podem progredir para
cancer se ndo forem identificadas e tratadas (EL-MOFTY e ZHANG, 2008).

Muitos autores apontam o HPV 16 como o mais frequentemente associado ao
CEO (carcinoma epidermdide oral) através de estudos por PCR. As taxas de detec¢do
variam de 60% a 90%. Além do subtipo 16, o HPV-18 é frenquentemente encontrado,
porém em menor quantidade (LEEFLANG et al., 2008)

A histdria natural das infec¢des pelo HPV néo esta ainda completamente
estabelecida em cavidade oral. Como esse virus ndo se propaga em cultura de
células pelos métodos convencionais, existem muitos obstaculos a realizacdo de
estudos mais aprofundados sobre seus mecanismos de interacdo com a célula
hospedeira. Acredita-se que as anormalidades citoldgicas e histopatoldgicas
observadas em bidpsias embora ndo sejam conclusivas sdo fortemente indicativas de
infeccdo por HPV (FARSHADPOUR et al.,2011).

Os modelos estabelecidos para o mecanismo de evolugdo de lesbes
potencialmente malignas para lesdes malignas em sitios genitais sdo facilmente aplicados
também a cavidade oral. O epitélio escamoso do trato genital inferior feminino e da
cavidade oral, embora bem distintos anatomicamente, compartilham muitas
caracteristicas em comum com relacdo a alteraghes neoplasicas precoces e aos efeitos
citologicos sugestivos de infeccdo pelo HPV (HONG et al, 2010; FARSHADPOUR et
al.,2011).

O epitélio normal da cérvice uterina humana é constituido por uma camada basal de
células pequenas, redondas e imaturas. A medida que a célula amadurece, ela se move para
camadas mais superficiais da epiderme e para de se dividir, adquire mais citoplasma, produz
mais queratina, desenvolve picnose nuclear, torna-se anucleada e finalmente descama. As
neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) séo caracterizadas por proliferacdo atipica de células
escamosas, com distdrbio de maturacéo e polaridade (ELEUTERIO JUNIOR et al., 2007).

Ao infectar a célula epitelial, 0 HPV realiza o seu processo de replicacdo inicial,
induzindo a proliferagdo celular que geralmente regride espontaneamente. O virus pode
também persistir em algumas células em estado de laténcia por tempo indeterminado sem
produzir novas particulas infecciosas e sem destruir as celulas infectadas, ou pode progredir
para uma infecgdo cronica do tipo produtiva, podendo resultar na transformacdo maligna da

célula. Durante o estado de laténcia viral, nem todos 0s genes virais sdo expressos, podendo
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ocorrer reativacdo transitoria ou resultar na infeccéo cronica do tipo produtiva (NICHOLS et al.,
2009; WESTRA, 2009; WESTRA 2012).

Foi demonstrado que durante o processo de integracéo, grandes porcdes do DNA viral
podem ser deletadas, mas os genes E6 e E7 estdo sempre presentes e
transcricionalmente ativos, de forma que as células tumorais expressam seus produtos em
grandes quantidades e estes parecem estar diretamente envolvidos no processo de transformacéo
maligna da célula infectada (PREUSS et al., 2008). A integracdo pode resultar na delecdo total
ou parcial dos genes E4, E5 e L2. A regido L1 também pode ser parcial ou totalmente deletada
durante a integracdo (LICITRA et al.,2006).

Existem muitas similaridades entre oncogénese do colo uterino e oral e as mudangas
induzidas pelo HPV na cérvice uterina podem também ser aplicadas em boca entretanto, a
integracdo do HPV no DNA do hospedeiro ndo é o unico fator que leva ao céncer oral
(DAYYANI etal., 2010).

2.2 Os efeitos citopéaticos do HPV

As infecgbes ativas de HPV podem apresentar alteracBes citoldgicas
visualizadas no exame histopatologico de rotina. Podem-se citar a coilocitose, a
disceratose, a papilomatose, a granulose, dentre outros. A coilocitose é caracterizada
pela presenca de grandes vacuolos perinucleares associados a degeneracdo vacuolar,
porém ressalta-se que as celulas com esta alteracdo apresentam nitidamente a cromatina
comprometida demostrando claramente alteracbes em nivel nuclear. Alguns autores
consideram os coildcitos um sinal patognomonico de infeccdo por HPV; entretanto,
outros critérios para sugerir a infeccdo podem ser usados como células superficiais e
intermediarias  largas, bordas citoplasmaticas irregulares, zona perinuclear
citoplasmatica clara, por vezes binucleadas. Destaca-se, entretanto que, em geral, 0s
coildcitos ndo sdo encontrados nos casos de infeccdo latente (JACYNTHO et al., 2006).

A presenca destes achados citolégicos depende do estagio da infec¢do. Varios
estudos sobre o HPV encontraram coilocitose como efeito citopatico mais frequente,
quando estas amostras foram submetidas a testes de biologia molecular (PCR)
encontrou-se DNA-HPV mostrando a forte associagao entre a coilocitose e a presenca
do virus nas células epiteliais avaliadas. Nicolau (2011) obteve 1.279 bidpsias de 433
homens e relatou 23,53% de atipias coilociticas em leses benignas e proximo a 80%

em lesdes potencialmente malignas. Guidi (2010) avaliou 562 homens e encontrou, na
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analise histopatologica, 33,2% de atipias coilociticas em lesdes benignas e

aproximadamente 75% em lesdes potencialmente malignas.

2.3 O HPV em lesdes benignas de cavidade oral

2.3.1 Papiloma

E o tumor benigno que mais ocorre na mucosa bucal, na regido de lingua,
labio e palato mole, representa 2,5% de todas as lesdes da boca, ocorre na mesma
frequéncia entre homens e mulheres, atingindo mais da 3% a 5° década de vida.
Clinicamente manifesta-se como um nddulo exofitico, indolor, podendo apresentar
pequenas projecdes digitiformes, semelhantes a dedos, dando um aspecto verrucoso,
com superficie branca, vermelho-clara ou de coloracdo semelhante a mucosa adjacente,
dependendo da quantidade de ceratina. Os pailomas s&o lesdes Unicas de crescimento
rapido e medem menos de 1 cm (BRAGAGNOLO, ELI e HASS, 2010).

O quadro histopatologico é caracterizado por proliferacdo do epitélio
escamoso estratificado ceratinizado com areas centrais de tecido conjuntivo
fibrovascular, que apresentam alteracBes inflamatérias dependendo da quantidade de
trauma provocado pela lesdo. Os coildcitos, células epiteliais claras alteradas pelo virus,
com nucleo pequeno e escuro (picndtico), muitas vezes sdo observados nas camadas
superficial e espinhosa superior (KIM et al.,2007).

O diagnostico diferencial deve ser feito entre o xantoma verruciforme,
disceratoma verrucoso ou doenca de Darier, e os tipos virais mais identificados no
pailoma sdo 0 6 e 11. O tratamento é a excisdo cirtrgica removendo a base da leséo,
tem um baixo indice de recorréncia e mesmo sem tratamento adequado ndo existem

relatos de malignidade ou disseminacdo para outras areas (NAM, 2009)

2.3.2 Condiloma acuminado

O condiloma acuminado é uma lesdo infecciosa, que se localiza na regido
anogenital, mas também ocorre na boca e laringe e compde cerca de 20% de todas as
Doencas Sexualmente Transmissiveis (DSTs) diagnosticadas, com seu periodo de
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incubacdo variando de 1 a 3 meses ap6s o contato com o HPV (NEVILLE, 2009).
Clinicamente se caracteriza pela formacéo de multiplos nédulos de coloragéo rosea, que
acabam coalescendo, formando uma leséo exofitica, sessil, firme com projecdes curtas
e rombudas, tendo um crescimento variado de 1 a 1,5 cm e ocorrendo com maior
frequéncia na area de mucosa labial, palato mole e freio lingual (CHARFI et al., 2008)

O tratamento mais empregado é a excisdo cirdrgica onde a mesma faz o
papel de biopsia e tratamento da lesdo. O laser de CO2 e o bisturi elétrico também tém
sido utilizados, porém com certa cautela, uma vez que o virus pode se disseminar em
micro gotas aerossolizadas pela vaporizacéo do tecido. (HOLFMAN, 2012).

O diagndstico diferencial deve ser feito entre molusco contagioso, liquen
plano, lesbes mucosas da sindrome de Cowden, lesbes da doenca de Darier e
manifestacdes bucais da doenca de Crohn e a pioestomatite vegetante. (DAY YANE et
al., 2010). Os tipos virais associados a esta lesdo sdo 0 6 e 0 11, mas os tipos 2 e 53
também sdo observados (LASSEN, 2012).

2.3.4 Hiperplasia epitelial focal

A hiperplasia epitelial focal é uma proliferacdo induzida por virus, localizada
no epitélio escamoso oral, e foi descrita pela primeira vez (1894) em esquimos da
Groeléndia. Posteriormente, em 1965, foi relatada em latino-americanos e americanos
nativos. Hoje se sabe que esse quadro clinico esta presente em muitas populacdes e em
diferentes grupos étnicos. O termo doenca de Heck foi estabelecido em homenagem ao
Dr. John Heck, que identificou o paciente com essa condicdo no Novo México, em
1961 (FERRARO et al., 2011).

Os locais mais propensos ao desenvolvimento dessa lesdo sdo as superficies
ceratinizadas e ndo-ceratinizadas nas quais tem sido observada relacdo com dois tipos
de papilomavirus humano: o HPV 32, com tendéncia a causar doenga em pessoas de
mais idade, e 0 HPV 13, que parece estar igualmente envolvido no desenvolvimento da
doenca, tanto em pacientes jovens quanto nos de idade mais avancada (FERRARO et
al., 2011)

A doenca de Heck é clinicamente caracterizada por lesdes bem definidas,
que podem ser Gnicas ou maltiplas, como nodulos ou papulas, arredondadas ou planas,

que frequentemente coalescem, e tamanho variando entre 0,1 e 1 cm de didmetro. Séo
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indolores em sua maioria, localizando-se principalmente nas mucosas jugal, labial,
lingual, gengival e, com menor frequéncia, no assoalho bucal, palato mole e orofaringe
(SANTOS et al.,2007).

Microscopicamente a hiperplasia epitelial na doenca de Heck apresenta uma
consideravel e abrupta acantose focal. O espessamento do epitélio se estende para a
superficie externa da lesdo, com as cristas epiteliais da lesdo se apresentando na mesma
profundidade das cristas epiteliais normais adjacentes, sendo estas mais largas,
frequentemente confluentes e, algumas vezes, em forma de "taco de golfe". Pode-se
ainda observar alteracdes coilociticas em alguns ceratindcitos superficiais semelhantes
a outras infeccdes pelo HPV, bem como células mitosoides (células com nucleo
alterado) que lembram uma figura de mitose (SAIUTE-GERONS et al., 2006).

O tratamento da hiperplasia epitelial focal varia desde o simples
acompanhamento do caso, uma vez que a doenca tende a regredir espontaneamente
e/ou pode persistir por muitos anos, até o tratamento cirdrgico, que nesta situacao fica
restrito aos casos com comprometimento estético. Entretanto, existem alternativas para
o0 tratamento, como crioterapia, laserterapia, cauterizacdo e utilizacdo de tratamentos

topicos, como &cido retindico ou interferon (SANTOS et al.,2007).

2.4 O HPV no carcinoma epidermoide oral

Tradicionalmente na literatura cientifica o carcinoma epidermoide oral (CEQ)
esta correlacionado ao uso do tabaco e/ou alcool ou uso do betel, mas existem pacientes que
desenvolvem o CEO na auséncia de exposigao destes agentes (ALMEIDA et al., 2011).

Diversos estudos investigaram a importancia do HPV nas lesdes orais malignas,
potencialmente malignas e em pacientes saudaveis, porém os resultados sdo
contraditérios e inconclusivos quanto a prevaléncia do virus (SHI et al., 2009;
WEINBERGER et al., 2010; THAVARAJ et al., 2011; UKPO et al., 2012; WEISS et al.,
2012).

Pode-se observar na maioria dos estudos, uma maior frequéncia do virus em
lesbes malignas quando se compara com lesdes potencialmente malignas e em tecidos
saudaveis. Quanto ao grupo de pacientes saudaveis, também ha fortes divergéncias, pois
enquanto alguns autores ndo detectaram nenhum caso de infecg¢do pelo HPV nesses pacientes
(CHARFI et al.,2008; NICHOLS et al.,2009), outros observaram porcentagens
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variaveis de infeccdo (HOLKINGER et al., 2012; JUNOR et al., 2012). Essas varia¢des na
prevaléncia sdo provavelmente devido a diferencas nas populacoes estudadas e nos métodos
utilizados para a deteccéo do HPV.

Algumas evidéncias sugerem que os subtipos de HPV de alto risco estéo
envolvidos na carcinogénese oral: o0 DNA do HPV de alto risco foi identificado em
carcinomas epidermoides orais e linhagens celulares derivadas dessas lesdes onde os subtipos
de alto risco, através de mecanismos envolvendo as oncoproteinas E6 e E7, podem
manter-se integrados a linfonodos satélites responsaveis por metastases nodulares (QUON et
al., 2013).

Os tumores HPV-positivos expressam as proteinas virais E6 e E7 inativando,
respectivamente, p53 e pRb. A expresséo da proteina p16 é subsequentemente elevada devido a
perda do feedback negativo pRb (LIN et al., 2013). O p16 entdo inibe cyclinD1 - CDK4 / 6
( cyclindependent cinase) , que séo importantes reguladores para o ciclo celular para o progresso
da fase G1 paraa S (ADESTEIN et al., 2008). Com base nesse modelo molecular os estudos
sobre 0 HPV tem se preocupado ndo somente em mostrar a presenca do DNA viral (obtido por
Captura Hibrida ou PCR) como também avaliar a imunoexpressdo do p16 e ciclina D1 afim de
predizer sobre 0 comportamento biolégico dos tumores associados a este virus.

2.5 Imunoexpressdo de p16 e ciclina D1

O gene CDKNZ2, também referido como INK4A, CDK4l e MTS1, é um gene
supressor de tumor, localizado no cromossomo humano 9p21 (LIANG et al., 2006).
Codifica uma proteina de 156 aminoéacidos, designada p16, que especificamente liga-se
as quinases dependentes de ciclinas (CDKs), CDK4 e CDK®6. Estas quinases sdo 0s
principais parceiros cataliticos para as ciclinas. Colaboram com a ciclina E-CDK2 no
controle da transicdo da fase G1 para S do ciclo celular (HELT et al., 2002). Mutacdes
genéticas de p16 tém sido relacionadas com os carcinomas de colo uterino e também a
outros canceres humanos em face a infecgéo pelo HPV (LIANG et al., 2006).

No ciclo de divisdo celular, a superexpressdo da pl6 selvagem inibe a
progressdo para fase G1 do ciclo celular, através da sua ligacdo ao complexo
CDK4/ciclina D1. Desse modo, ocorre 0 bloqueio da atividade quinase da enzima. A
perda funcional do p16 resulta na proliferacdo celular anormal pela remocéo da chave
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do ponto de checagem do ciclo celular, o que permite que as células progridam,
irrestritamente, para a fase S. As mutacdes do CDKN2A geram variantes de pl16 que
tém suas habilidades de inibir a atividade catalitica do complexo CDK4/ciclina D1
prejudicadas, ndo permitindo a formacdo de um complexo estavel com a quinase. O
gene INK4a alterado participaria do estagio inicial da transformagdo neoplésica de
ceratindcitos e da progressdo de carcinomas em pele e membranas mucosas
(LIANG,2006).

Diversos estudos tém avaliado o papel de pl6INK4a como marcador
diagnostico de progressdo de lesdes cervicais servindo como pardmetro para o
diagnostico do HPV. Ressalta-se que existe uma variagdo nos critérios de avaliacdo e
interpretacdo da marcacdo da proteina p16INK4a entre diferentes trabalhos, como por
exemplo a localizagdo da proteina (positividade nuclear e/ou citoplasmatica), a
porcentagem de células positivas (focal e difusa) e a distribuicdo da marcacao dentro do
epitélio (topografia) (KALOF et al., 2007).

Esses trabalhos apontam auséncia de expressdo de pl6 na mucosa cervical
normal (MCCLUGGAGE, 2006; ELEUTERIO JR et al., 2007). Entretanto, outros
relatam a deteccdo de uma expressdo pequena da proteina p16 mesmo em amostras de
tecido cervical normal (ZUR HAUSEN, 2000; ZHANG et al., 2002).

Nas lesbes de alto grau de colo uterino, os estudos descrevem o aumento da
expressdo dessa proteina em 60 a 100% das amostras analisadas. A maior variagdo da
expressao da proteina p16INK4a € observada nas lesdes cervicais de baixo grau, onde a
maioria dos trabalhos observa uma positividade para essa proteina em 30 a 50% das
amostras, possivelmente o0 mecanismo envolvido seria 0 acimulo da proteina alterada
ou afuncional (REDMAM, 2008).

Esses resultados sugerem que apenas uma parte das lesbes de baixo grau
infectadas pelo HPV, ou seja, aquelas infectadas por HPVs de alto risco, apresentaria a
expressao desregulada das oncoproteinas virais, com consequente aumento da
expressdo de pl6INK4a. Porém, as lesdes negativas para pl6INK4a poderiam estar
infectadas por HPVs de baixo risco ou a expressdo das oncoproteinas seria muito baixa
ou até mesmo nula neste tipo de lesdo. Muitos estudos foram dedicados a investigar a
correlacdo da expressdo de pl6, no contexto da infeccdo pelo Papilomavirus Humano
(ELEUTERIO JUNIOR et al., 2007).

Dessa forma destaca-se que nos ultimos 10 anos um grande numero de
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estudos tenha sido direcionado a analise semi-quantitativa de p16 em amostras cervicais,
porém observa-se certa variacdo na expressdo da proteina em diferentes grupos de leséo,
e na mucosa normal (MCCLUGGAGE, 2006). De forma analoga ao que ocorre em
lesbes cervicais, varios autores tem destacado seu uso na progressdo de lesdes orais
associadas ao HPV, servindo como marcador diagndstico desta infeccdo (LI et al.,
2007; EL-MOFTY et al., 2008).

Ja a ciclina D1 ¢ conhecida por seu uso em estudo sobre a agressividade tumoral de
neoplasias malignas. E codificada pelo gene CCN1 localizado no cromossomo 1193, que é
considerado um oncogene. A ciclina D1 é expressa, com nivel elevado, no meio e fim da fase G1
do ciclo celular. A superexpressdo das ciclinas D1 pode resultar na perda da funcéo da pRb. Isso
ocorre pela fosforilagdo inapropriada e consequente inativagao da pRb. As células neopléasicas que
tém expressdo aumentada da atividade ciclinaD/CDK4 geralmente, mantém a expressdo da pRb
selvagem e dessa forma a baixa regulacdo da ciclina D1 pode resultar em morte celular por
apoptose (KOONTONGKAEW et al., 2000).

O aumento da proliferacdo celular foi demonstrado em cultura de células com
superexpressao da ciclina D1. A sua superexpressdo, com ou sem a amplificagdo do gene, tem sido
relatada em diversos tumores malignos humanos (KOONTONGKAEW et al., 2000).

O papel da ciclina D1 no desenvolvimento, progressao e prognéstico do carcinoma de
células escamosas oral é controverso porem, € mostrado superexpressdo de ciclina D1. Esta tem
sido associada com pior prognostico nos CEO associados ao HPV, mas ndo foi encontrada a
mesma correlagdo em tumores de outras localizagbes (XAVIER, 2005).

2.6 Imunoexpressdo de Ki67

A proteina Ki67 é utilizada como marcador ha cerca de 30 anos e se tornou nos dias de
hoje, um dos principais marcadores histologicos de proliferacdo. Codificada por um gene de quase
30 Kb, a proteina Ki67 apresenta 395 Kda. Essa proteina sofre eventos de fosforilacdo e
desfosforilacdo durante a mitose, é suscetivel & acdo de proteases e apresenta uma estrutura
compativel com o fato de que sua expressao possa ser regulada por vias proteoliticas. Ki67 também

compartilha similaridades estruturais com outras proteinas envolvidas no ciclo celular, que
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apresentam o dominio FHA (forkhead-associated) (LIANG, 2006).

A expressdo de Ki67 parece ser altamente controlada por sistemas precisos de sintese e
degradacdo, possivelmente envolvendo a acdo de proteossomas. Durante a interfase, Ki67 é
exclusivamente detectada no interior do nucleo, associada ao nucléolo. Estudos descrevem a
associacdo de Ki67 com o componente fibrilar denso (CFD) do nucléolo, que consiste em uma das
trés regides sub-nucleolares, que contém uma variedade de proteinas, necessarias a producdo das
unidades ribossomais. A proxima mudanca aparente na distribuicdo da proteina ocorre durante a
profase, onde Ki67 dissocia-se do nucléolo e localiza-se na periferia cromossomal (KIM et al.,
2007).

Durante a metafase e a anafase, a proteina é encontrada em regides pericromossomais
encobrindo a cromatina condensada. Na tel6fase, a proteina Ki67 é novamente localizada nos
nucleos recém-formados, originando pequenas estruturas nucleares, que ainda estéo presentes na
fase G1 recente, quando as células iniciam a reorganizagdo do nlcleo e demais estruturas
nucleolares. A relocacdo da proteina Ki67 da periferia cromossomal para o nucléolo, ainda é tema
de discussdo (LIANG et al., 2006).

Ao contrario da vasta informacéo disponivel sobre a estrutura, padréo de localizacdo e
regulacdo de Ki67, pouco se sabe sobre a exata funcdo desta proténa na proliferagéo celular, no
entanto, os trabalhos revelam que as células que ndo expressam Ki67 tem incapacidade de divisdo
celular permanecendo em interfase indefinidamente (IAMAROON et al., 2004; LIANG et
al.,2006).

Adicionalmente, com base na localizagdo de Ki67 em sitios extranucleolares durante a
fase G1, também sugere-se para essa proteina um papel na organizacdo do DNA. A funcdo
estrutural para Ki67 também é proposta, com base na capacidade dessa molécula de interagir com

outras proteinas celulares como as histonas do DNA (LEWIS, 2012).

Contudo, apesar da exata funcdo de Ki67 nos eventos de proliferacdo celular ainda
permanecer obscura, este marcador tem sido amplamente utilizado nos servicos de

anatomapatologia como fator progndstico tumoral (KRUSE et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

A) Objetivo Geral:

Avaliar a expressdo imunoistoquimica de p16, cilclina D1e Ki67 em lesGes

orais.

B) Objetivos Especificos:

1. Categorizar as lesbes benignas orais com deteccdo microscopica de
coilocitose e o cancer de boca segundo as variaveis de sexo, idade e sitio

anatdbmico.

2. Comparar a presenca microscopica de coilocitose das lesdes benignas
orais com a positividade do teste de imunoistoquimica para p16 e ciclina
D1.

3. Avaliar a positividade de p16, ciclina D1 e Ki67 em lesdes malignas

orais.

4. Determinar a relagéo entre a positividade simulténea para p16, ciclina D1
e Ki67 em lesbes benignas com detecdo microscépica de coilocitose e 0

cancer de boca.
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4. METODOLOGIA

4.1 Caracterizagao do estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal, quantitativo realizado por
meio do levantamento de biopsias de blocos parafinados de lesbes orais no periodo de
2008 a 2013.

4.2 Casuistica

Foram selecionados blocos parafinados de lesdes orais benignas com
presenca microscopica de coilocitose e cancer de boca cadastrados no Laboratério de
Patologia Bucal do curso de Odontologia da Universidade Federal do Ceara campus
Fortaleza. O grupo das lesdes benignas foi constituido pelo papiloma escamoso oral (16
casos) e hiperplasia fibroepitelial com indicativos citoldgicos de infeccdo viral descritos
no laudo histopatoldgico (24 casos); e para as lesdes malignas, foi considerado o
carcinoma de células escamosas, separados em subgrupos, entre 0s pacientes que
estavam acima ou abaixo de 50 anos (14 casos cada um), para aqueles cuja idade estava
acima de 50 anos foram selecionados apenas 0s fumantes e os abaixo de 50 anos 0s néo
fumantes (MENDEZ et al., 2012). Lesdes de hiperplasia fibroepitelial sem aspectos
citopatoldgicos de infeccdo por HPV (20 casos) foram utilizadas como grupo controle
negativo (mimetizador da mucosa normal), para fins comparativos apenas de
positividade sugestiva no exame histopatologico (alteracdes citoldgicas) e na 1Q

(Imunoistoquimica) para positividade de p16, ciclina D1 e Ki67.

4.3 Célculo amostral

O célculo amostral foi determinado para proporcionar um poder de teste de 80%
com um intervalo de confianca de 95% para detectar uma diferenca clinicamente
relevante entre 0s grupos de pacientes portadores de lesdes benignas e/ou malignas com
presenca microscopica de coilocitose e a mucosa normal em preparados histolégicos e
submetidos a anélise imunoistoquimica. Para tanto, estabeleceu-se que uma diferenga de
10% entre os grupos deveria ser detectada, ou seja, a presenca de coilocitose aumentaria

em pelo menos 10% quando comparado a mucosa normal (LINDQUIST et al., 2012).
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Assim para que os requisitos fossem satisfeitos foi calculado o tamanho da amostra em

18 pacientes por grupo.

4.4 Critérios de inclusao e exclusdo da amostra

Foram incluidas lesdes benignas orais com indicios citoldgicos de infeccdo por
HPV (coilocitose) e os casos de CEC separados entre 0s que estavam acima e abaixo de
50 anos, todos diagnosticadas no periodo de 2008 a 2013, para o grupo de CEC acima
de 50 anos adicionalmente foram considerados apenas aqueles cujo o laudo continha a
informagao de que o paciente era tabagista cronico.

Foram excluidas as lesdes localizadas em orofaringe e aquelas em que 0s
registros de bidpsia ndo continham informacdes sobre sexo, idade e localizacao
completos. Além disso, todos os casos em que os blocos ndo foram localizados ou nédo

estavam em bom estado de conservacao foram retirados da amostra.

4.5 Analise clinicopatologica da amostra

Dados clinicos referentes a localizacdo anatémica das lesdes, 0 sexo e a idade
foram retirados dos registros de bidpsias dos pacientes. Para o estudo das lesdes de
natureza benigna, a faixa etaria foi dividida em décadas entre 0 a 60 anos, de acordo
com a divisdo preconizada pela OMS (Organizacdo Mundial da Salde), deixando
aqueles cuja idade era superior a 60 anos em um s6 grupo. A localizacdo anatdbmica da
cavidade oral foi feita sendo considerados mucosa jugal, lingua, rebordo alveolar, labio,
palato e assoalho bucal (ALMEIDA et al., 2011).

4.5.1 Analise Histoldgica (Hematoxilina-Eosina)

As laminas correspondentes a cada lesdo foram revisadas por um patologista oral
experiente. Para fins de diagndstico indicativo de infeccdo viral, foram vistos os
aspectos histomorfoldgicos na microscopia Optica em espécimes corados pela
hematoxilina-eosina e descritos na literatura como fortes indicadores de infec¢do por
HPV como: coilocitose (halo claro peri-nuclear, irregularidade nuclear e hipercromasia
nuclear, podendo ser observada ou ndo binucleacdo), disceratose, papilomatose,

hiperceratose, acantose e granulos de ceratohialino proeminentes. Dentre estas
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caracteristicas, a coilocitose se destaca como sinal fortemente sugestivo da existéncia de
infecgdo por este virus. Para cada alteracéo indicativa de infeccdo viral encontrada foi
atribuido um escore, e as lesbes que apresentaram um somatério igual ou superior a
quatro foram consideradas positivas para a possivel associacdo com o HPV (EL-
MOFTY et al., 2008).

4.6 Expressdo Imunoistoquimica

Ap0s a revisdo histopatologica e coleta dos blocos correspondentes, todas as
lesGes foram submetidas a reacdo por imunoistoquimica utilizando o p16 e a ciclina D1.
O primeiro como parametro comparativo com a coilocitose, e o segundo para avaliagéo
complementar. Adicionalmente o Ki67 foi utilizado apenas nos grupos de CEC abaixo
de 50 anos, hiperplasia fibroepitelial com indicios citoldgicos de infeccdo por HPV (os
quais foram simultaneamente positivos para pl6 e ciclina D1), e a hiperplasia
fibroepitelial (controle negativo) com o intuito de avaliar a taxa de proliferacdo celular

nos casos que tiveram a coilocitose presente no exame histopatolégico.

4.6.1 Preparo do material/ Protocolo da reagéo

As reacBes de imunoistoquimica foram realizadas em cortes histoldgicos de 3um
de espessura, dispostos em laminas microscopicas silanizadas, a partir de blocos
parafinados, utilizando o sistema automatizado BENCHMARK XT [IHC/ISH
VENTANA (ROCHE).

A recuperacdo antigénica dos espécimes foi realizada com solugdo EZ
prep.(ROCHE®) seguindo os tempos de 60 minutos para ciclina D1, e de 30 minutos
para p16 e Ki67. Os anticorpos primarios utilizados tiveram as seguintes diluicdes: p16
(Dako®) (1:100), Ciclina D1 (Dako®) (1:300) e Ki-67(Dako®) (1:50). O complexo
SABC (estreptoavidina/biotina/imunoperoxidase) indireta foi revelado através da
técnica de deteccdo pelo sistema XT Ultraview DAB (cromdgemo diaminobenzidina).
Apos a revelacgdo, as ldminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris. Foram
utilizados controles positivos externos da reacdo, porem, individuais em cada lamina.
Para o anticorpo p16 foi usada a leséo cervical de alto grau, para a ciclina D1 o intestino

delgado e para o Ki67 linfonodos. O controle negativo interno foi realizado através da
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supressdo do anticorpo priméario em cada reacdo. No quadro abaixo, estdo descritos 0s
anticorpos primarios empregados, clones, tempo de incubacdo do anticorpo e diluicdo
individuais.

Quadro 1: Especificidade, clone, diluigéo, recuperacédo antigénica e tempo de incubacéo

dos anticorpos primarios empregados na amostra.

ESPECIFICIDADE CLONE DILUIQAO RECUPERAC;AO TEMPO DE
ANTIGENICA | INCUBACAO
DO
ANTICORPO
*pl6 SP4 1:100 Solugéo EZ 16 minutos
prep.(ROCHE®),
por 60 minutos
*Ciclina D1 DCS-6 1:300 Solucdo EZ 32 minutos
prep.(ROCHE®),
por 30 minutos
*Ki67 MIB-1 1:50 Solucdo EZ 30 minutos
prep.(ROCHE®),
por 30 minutos

* Dako®,Denmark A/S.

4.6.2 Captura de Imagens Digitais

Imagens digitais dos preparados histolégicos foram capturadas de forma
padronizada, por um patologista experiente, utilizando-se, para tanto, um microscépio
de luz (Olympus CX 31, Olympus Corporation, Japdo) equipado com uma camera
digital (Sony 10.1 megapixels, Sony Corporation, Japdo). O procedimento foi
compreendido, inicialmente, numa varredura de cada amostra, utilizando o aumento de
100x vezes, com a finalidade de identificar as zonas de maior densidade. Posteriormente,
foram selecionados os 10 (dez) melhores campos de visualizagdo, no aumento de 400x.
Em seguida foram fotografadas as imagens digitais coloridas dos campos escolhidos e

armazenadas no formato Windows® Bitmap (BMP).
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4.6.3 Densidade de marcagéo epitelial

Com o auxilio do software adaptado para microscopia (MBF Image J), foram
contadas as células coradas em marrom, do epitélio de superficie, determinando a
densidade de ceratindcitos em cada campo. A imunoexpressdo foi considerada tanto de
forma difusa como focal, em nucleo e/ou citoplasma, sendo descritos ndo somente o
numero de células coradas como também a intensidade de coloracdo (KALOF et
al.,2007). Foi excluida, no entanto, para efeito de contagem, a camada basal do epitélio,
nas lesdes benignas, pois nesta camada os ceratindcitos possuem alta taxa de mitose,
podendo expressar as proteinas utilizadas (p16, ciclina D1 e Ki67). A marcacdo foi
categorizada de forma dicotdbmica, separados entre positivos e negativos, sendo
considerados positivos aqueles cuja a razdo entre as células coradas sobre o total do
campo foi igual ou superior a 10%, calculados pela média de dez campos por amostra.
Adicionalmente também foram avaliados o perfil quantitativo de imunomarcacao
celular para as proteinas supracitadas (KALOF et al., 2007). Especificamente nas lesdes
malignas foram contados separadamente os 10 (dez) campos peritumorais e

intratumorais para o p16 e ciclina D1.

4.7 Andlise estatistica

Os dados brutos foram tabulados no Microsoft Excel (versdo 2013) e
exportados para o software de analise estatistica Statistical Packcage for the Social
Sciences (SPSS) versdo 17.0, para Windows, no qual todas as anélises foram realizadas
considerando um intervalo de confianca de 95%.

Utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliacdo do padrdo de
distribuicdo das variaveis quantitativas (percentual de células imunopositivas) e 0s
testes de Kruskall-Wallis seguido do pos-teste de Dunn (dados ndo-paramétricos) e o
teste de Mann-Whitney para comparacdo entre grupos. Foi utilizada a correlacdo de
Spearman para avaliacdo da relacdo entre o percentual de células imunopositivas nos
grupos abordados. Adicionalmente utilizou-se os testes de Fisher ou Qui-quadrado para
avaliacdo das variaveis de contingéncia (sexo, localizagéo, idade e dicotomizacdo de

imunomarcacao celular).



35

4.8 Aspectos Eticos

O projeto foi encaminhado e aprovado pelo o Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara —
COMEPE, que regulamenta pesquisa em seres humanos, sob nimero de protocolo
255.612/14 (Apéndice 2).
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5. RESULTADOS

Na revisdo da analise histolégica de todos os espécimes estudados, observou-se
a presenca de coildcitos associados no minimo a trés alteracfes sugestivas de infeccéo
por HPV. Nos casos de PO, a coilocitose estava associada a paraceratose, seguida da
disceratose e, por vezes, da granulose. No grupo das hiperplasias fibroepiteliais/
coilocitose (HFE/Col), as alteracGes citopatoldgicas eram encontradas principalmente
nas camadas espinhosa e superficial com exuberante coilocitose associada a
paraceratose e granulose.

A analise das zonas perilesionais de tecido epitelial ndo neoplasico revelou
presenca de coilécitos apenas nos casos de CEC abaixo 50 anos, com excecdo de um
espécime do grupo CEC acima de 50 anos, onde este foi detectada disceratose seguida
de paraceratose e granulose. Ressalta-se que apenas nos casos de CEC abaixo de 50
anos, foram achados até 04(quatro) alteracdes citolégicas indicativas de possivel
infeccdo viral (HPV). Em uma amostra de CEC abaixo de 50 anos, adicionalmente,
havia a informacdo anexa ao laudo histopatoldgico de que o paciente havia recebido ha
trés anos o diagnostico de condiloma acuminado, posteriormente na mesma localizacéo
anatdmica do condiloma surgiu o0 CEC sem aparente associacao a outros fatores de risco.

Em todos os casos de CEC acima de 50 anos, em que 0s pacientes eram
tabagistas cronicos, foi encontrada degeneracdo vacuolar expressiva nas zonas
perilesionais, contudo sem se identificar alteracGes na cromatina nuclear.

O PO apresentou uma frequéncia de positividade para a coilocitose um total de
85,71% ; o HPE/Col, 100%; o CEC em pacientes abaixo de 50 anos, 92.31% e o CEC
acima de 50 anos, 6,7%. No grupo controle negativo, os critérios microscépicos de
infeccdo viral ndo foram visualizados (Tabela 1). Ressalta-se, porém, que alguns casos
de HFE apresentaram hiperceratose e/ou granulose sem estar associado a presenca de
coildcitos sendo considerados, portanto, negativos em todos 0s casos revisados. Na
analise desta variavel encontrou-se diferenca estatisticamente significante em todos os

grupos, em relacéo ao controle negativo (p<0.001) (Tabela 1).



Tabela 1: Dados em frequéncia absoluta e
relativa da revisdo histoldgica da presenca de
coilocitose de 89 lesdes orais (p<0.001).

Grupo Positivo  Negativo
HFE/Col 25* 0 <0.001
100% 0%
PO 20 1
85.71%  14.28%
CEC-50 12* 2
92.31%  7.69%
CEC+50 1* 13
6.7% 93.3%
HFE(controle) 0 20

0.0% 100.0%

*p<0.05, Qui-quadrado (n, %)
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Quanto ao sexo houve prevaléncia maior no feminino em relacdo ao masculino,

em toda a amostra teste. O grupo HFE/Col teve uma taxa de 66,7%, o PO de 50%, o

CEC em pacientes abaixo de 50 anos de 64,3%. No entanto, a andlise estatistica ndo

revelou significancia desta varidvel nos grupos analisados (p=0,830). Os casos de CEC

em pacientes acima de 50 anos, nos quais ndo foram encontradas forte presenca de

coildcitos, observou-se um percentual de 50% (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo por sexo de 69 lesdes
orais (p=0.830).

Grupo Masculino  Feminino p-Valor

8 16
HFE/Col 33,3% 66.7% 0.830

PO 8 8
50,0% 50,0%

CEC+50 7 7
50,0% 50,0%

CEC-50 5 9
35,7% 64,3%

Qui-quadrado (n, %)
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Na distribuicdo por faixa etaria, foi observada uma maior prevaléncia de PO e
HFE/Col entre adultos principalmente entre a quarta e quinta décadas de vida com uma
média de 45 anos (Tabela 3), ndo sendo encontrada, no entanto, diferenca

estatisticamente significante quanto a idade (p=0,701).

Tabela 3: Distribuicdo etaria de 40 lesdes orais com presenca de
coilocitos (p=0.649).

Grupos Faixa etaria n p-Valor
HFE/Col 0-10 0(0,0%) 0.701
11-20 1(4,17%)
21-30 1(4,17%)

31-40 1(4,17%) 24
41-50 9(37,50%)
51-60 5(20,83%)
+de60  8(33,33%)

PO 0-10 0(0,0%)
11-20 1(6,25%)
21-30 1(6,25%) 16
31-40 1(6,25%)
41-50 6(37,50%)
51-60 5(31,25%)
+de60  2(12,50%)

*p<0.05, Qui-quadrado (n,%). IC 95%= Intervalo de confianga de
95%. Média de Idade: 47.5 +/- 18.

Quanto ao sitio anatémico, o grupo HFE/Col apresentou maior prevaléncia no
rebordo alveolar seguida da mucosa jugal tendo, respectivamente, 35.7% e 33.3% do
total deste grupo. Ja no PO, o assoalho bucal e o rebordo alveolar foram os sitios
anatdmicos mais prevalentes com 43.75% e 25%, respectivamente. A lingua e o palato
representaram as principais localizacdes do CEC abaixo de 50 anos (21.42% e 20,00%,
ambos), e no grupo acima de 50 anos, a lingua com 35.71%, o rebordo alveolar e o
palato ambos com 14.28% (Tabela 4). A analise estatistica desta variavel mostrou
significancia estatistica na localizagdo mucosa jugal (HFE/Col) e lingua (CEC+50)
(p=0,015) (Tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicdo por localizacdo anatdmica de 69 lesdes orais (p=0.015).

Localizacao
Grupo ASBSS(?;TO Labio Lingua I\{I]Ld;c;sla Palato if\?eooﬁg(r) p-Valor
HFE/Col 12.5% 416% 4.16% 33.33% 8.33% 37.5% 0.015
3 1 1 8* 2 9
43.75% 6.25% 6.25% 0.0% 6.25% 25.00%
PO 7* 1 1 0 1 6
21.42%  14.28% 21.42% 7.14% 21.42% 14.28%
CEC-50 3 2 3 1 3 2
7.14% 7.14% 35.71% 21.42% 14.28% 14.28%
CEC+50 1 1 5* 3 2 2

*p<0.05, Qui-quadrado (n, %)

A imunomarcacgdo para pl6 foi visualizada, principalmente no nicleo, embora
ndo limitada ao mesmo, podendo ser difusa e focal. Nas amostras do grupo CEC-50
positivos para p16, a imunomarcacéo foi alta, intensa e difusa, podendo ser identificada
em nucleo e/ou citoplasma. Um caso de CEC+50 apresentou este mesmo padrdo de
imunomarcacdo de forma difusa e intensa, além de ser observada coilocitose na camada
superficial do tecido perilesional, quando da analise da coloracdo de hematoxilina-
eosina. Nas lesdes benignas (HFE/Col e PO), no entanto, a expressdo de p16 foi focal e
nem sempre exibia coloracdo simultanea nuclear e/ou citoplasmatica (Figura 2).

O perfil de imunomarcacdo dicotdmico (positivos e negativos), para pl6,
mostrou alta expressdo nos grupos de HFE/Col, PO e CEC-50 ocorrendo 0 oposto nos
demais casos sendo encontrada diferenca estatisticamente significante para esta variavel
(p<0.001) (Tabela 5).

Em relacdo a avaliacdo quantitativa do percentual de células imunomarcadas
para p16, observou-se uma razdo média elevada no grupo CEC-50 seguido do HFE/Col
e PO. No grupo controle, no entanto, a razdo foi baixa. Na analise do perfil quantitativo
de expresséo de pl16, houve diferenca significante nos grupos CEC-50 em relagdo ao
controle negativo HFE (p<0.001) (Tabela 7).
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Tabela 5: Imunomarcacdo de pl6 de 89
lesbes orais com presenca microscopica
de coilocitose (p<0.001).

pl6

Grupo - + p-Valor
HFE/Col 8 16* <0.001

20.0%  80.0%
PO 4 11*

25% 75.0%
CEC-50 1 13*

71%  92,9%
CEC+50 13 1

929%  7.1%
HFE(controle) 16 4

80% 20%

*p<0.05, Qui-quadrado

A expressdo de ciclina D1 foi positiva nos grupos HFE/Col, PO e CEC-50,
apresentando significancia estatistica (p<0.001) em relacdo ao controle negativo (HFE),
(Tabela 6).

O padrdo de marcacao foi difuso e homogéneo em todos grupos de lesdes
benignas e no CEC-50, porém nos casos de carcinomas, a intensidade de coloracéo era
frequentemente aumentada constrastando com os grupos de les6es benignas. Além disso,
observou-se que a imunomarcacdo era, predominantemente, suprabasal e raramente

ultrapassava a camada espinhosa. (Figura 2).

Tabela 6:Imunomarcacdo para ciclina D1
de 89 lesdes orais (p<0.001).

Ciclina D1
Grupo - + p-Valor
HFE/Col 8 16* <0.001
33.3% 66.7%
PO 6 10*
37.5% 62.5%
CEC-50 2 12*
14.28% 85.72%
CEC+50 11 3
78.57% 21.43%
HFE 16 4

80% 20%

*p<0.05, Qui-quadrado (n, %).
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Quanto a andlise quantitativa de células imunomarcadas para cilcina D1, houve
alta expressdo nos grupos CEC-50, HFE/Col e PO, porém sem significancia estatistica
(p=0.501) (Tabela 7).

Tabela 7: Avaliacdo quantitativa de células imunomarcadas para p16 e
ciclina D1 de 89 lesdes orais com evidéncia microscopica de coilocitose
(p<0.001).

Grupo MediatDP (Minil\rggd-li/rl]gximo) p-Valor
pl6 HFE* 10.1+21.2 14.0 (0.0 — 23.0) <0.001
HFE/Col  20.6+12.2 24.0 (3.0 - 37.0)

PO 24.916.4 23.0 (12.0 - 37.0)

CEC-50+ 65.7+£13.0 61.0 (32.0-78.0)
CEC+50 5.9+13.0 1.0 (0.0-51.0)

CiclinaD1 HFE 11.0¢17.0  12.0(0.0-18.0)  0.501
HFE/Col  13.6:95  16.0 (0.0 - 28.0)
PO 18.0¢55  18.0 (10.0 - 30.0)
CEC-50  355+20.0  37.0 (3.0 - 32.0)
CEC+50  3.4%8.7 1.0 (0.0 - 34.0)

*p<0.05 em relagdo aos demais grupos; Tp<0.05 em relagdo aos demais
grupos (Kruskal-Wallis/Dunn, dados expressos em forma de percentual
de células marcadas).
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HFE/Col PO CEC HFE

Figura 2: Fotomicrografia de HFE/Col, PO, CEC e HFE corados em HE e, respectiva
expressdo imunoistoquimica de p16 e ciclina D1. Aumento de 400x. Fonte: Laboratorio
de Patologia Bucal — Universidade Federal do Ceara.

Ao realizar-se a correlacdo entre a quantidade de células imunomarcadas para
pl6 e ciclina D1 em comparacdo aos escores citopatoldgicos sugestivos de infeccéo
viral, verificou-se que apenas o grupo HFE/Col apresentou correlacdo positiva com pl16
(p<0.05; Tabela 8). A comparagdo entre 0s campos peritumorais com 0s intratumorais
positivos para pl6 e ciclina D1 em relacdo aos pardmetros histolégicos de possivel
infeccdo viral revelou moderada correlacdo entre p16 em regido peritumoral e ciclina
D1 diretamente no tumor (CEC-50), porém sem significancia estatistica (Tabela 9).
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Tabela 8: Correlacdo de escores citopatologicos sugestivos de infeccdo viral e o perfil
de celular (quantitativo) de imunomarcacdo celular para p16, ciclina D1 de 40 lesdes
benignas orais associadas a coilocitose.

Grupo P16 Ciclina D1

HFE/Col r 0,500* 0,404
p-Valor 0,049 0,013

PO r 0,043 0,281
p-Valor 0,873 0,292

*p<0.05, Correlagdo de Spearman

Tabela 9: Avaliacdo quantitativa de imunomarcacao celular entre as zonas peritumorais
e intratumorais de 28 lesdes de CEC em relacdo aos escores citopatologicos sugestivos
de infecgdo viral.

P16 P16 Ciclina D1 Ciclina D1

Peritumor Intratumor Peritumor Intratumor
CEC-50 r 0,512 0,037 0,262 0,609
p-Valor 0,061 0,900 0,366 0,021
CEC+50 r 0,029 0,110 0,042 0,096
p-Valor 0,918 0,695 0,081 0,032

*p<0.05, Correlacdo de Sperman

A imunoexpressao de Ki67 nos espécimes benignos (HFE/Col) estendeu-se até a
porcdo média da camada espinhosa. Em poucas amostras do grupo controle negativo
(HFE) houve positividade para o Ki67. Ja no CEC-50 a imunomarcacdo foi observada,
frequentemente, em toda a camada espinhosa (Figura 3). Ao comparar o perfil de
imunomarcacdo em relacdo aos casos positivos e negativos (dicotbmicos) ndo se
encontrou diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0.789) (Tabela 9).

Na avaliacdo quantitativa de células imunomarcadas, o Ki67 ndo s6 foi
numericamente expressivo no grupo do CEC-50 como foi estatisticamente significante
em relacédo ao controle negativo (HFE) (p<0.001) (Tabela 10).



Tabela 10: Perfil de imunomarcacéo para
Ki67 de 38 lesdes orais.

Ki67

Grupo - +| p-Valor
HFE/Col 5 9 1,000

35,7% 64,3%
HFE 7 3

70% 30%

CEC-50 4 10

28,57% 71,43%

*p<0.05, Qui-quadrado

Tabela 11: Avaliacdo quantitativa do perfil de células imunomarcadas
para Ki67 de 38 lesBes orais.

Ki67
Grupo MédiatDP | Mediana (Minima - Maxima) p< Valor
HFE/Col 27.2¢12.6 24 (08 - 56) 0,005
HFE 23.849.1 25 (05-12)
CEC-50 60.6£25.0* 65.5 (17 - 95)

*p<0.05 em relagdo ao controle negativo (Kruskal-Wallis/Dunn, dados
expressos em forma de percentual de células marcadas).

HFE/Col

Figura 3: Fotomicrografia dos grupos HFE/Col (A), CEC-50 (B) e HFE (C),
imunomarcados por Ki67. Aumento de 400x. Fonte: Laboratério de Patologia Bucal-

Universidade Federal do Ceara.
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6. DISCUSSAO

A analise histopatologica ndo é capaz de identificar se ha presenca do HPV
nem o tipo, o que sO é possivel através de técnicas como as de biologia molecular
(CASTRO et al., 2009). No entanto, o estudo histomorfolégico permite uma
caracterizagdo anatomopatoldgica de lesbes com possivel associacdo com o HPV,
através de achados microscopicos como a paraceratose, a granulose, a papilomatose, a
disceratose e principalmente a coilocitose. Esta ultima alteracdo, como principal
indicativo de infec¢bes por este virus (DOOBAR et al., 2007; AL-SWIAHB et al.,
2010; ANG et al., 2010; CHENEVERT e CHIOSEA, 2012). Estes autores corroboram
os resultados do presente trabalho, no qual foi encontrada 85% de positividade de
coilocitose, estando esta associada a pelo menos trés ou mais alteracbes dentre as
citadas acima, nas lesdes orais benignas e malignas sugestivas de possivel relagdo com

infeccdo pelo HPV.

Hafkamp et al (2008) relataram que as lesdes orais benignas e potencialmente
malignas associadas a efeitos citopaticos do HPV sdo mais comuns em mulheres,
embora o potencial de infeccdo e transmisséo seja independente dos sexos. Analisando,
no entanto, os achados da literatura especificamente sobre o PO e HFE/Col, foi visto
que nestes casos a distribuicdo por sexo € uniforme (LACO et al., 2011). Xavier et al
(2005) concluiram gue homens sdo mais atingidos por PO e HFE/Col, enquanto que
Lewis et al (2011) apontaram as mulheres como as principais afetadas. A amostra
avaliada ndo apresentou diferenca estatisticamente significante da prevaléncia do sexo
tanto no grupo da HFE/Col como no PO, sendo concordantes com Laco et al (2011) e

discordantes dos demais autores mencionados.

As lesdes associadas a provavel infeccdo por HPV em boca como a HFE/Col e
0 PO mostram predilecdo por adultos jovens, embora haja ampla distribuicdo etéria
(BRANGAGNOLO, ELI e HAAS, 2010). A média de idade varia entre a quarta e
quinta décadas de vida (DOOBAR et al., 2007; NISHIMURA et al.,2010. Na amostra
avaliada, para os dois grupos (HFE/Col e PO), a media encontrada foi também de 40
anos, com uma prevaléncia variando entre a quarta e quinta décadas de vida, sendo,
concordantes com Doobar et al (2007) e Nishimura et al (2010).

Quanto a distribuicdo anatdmica, as lesdes provavelmente associadas ao
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HPV em cavidade oral ocupam areas a depender do tipo especifico de lesdo. A HFE/Col
incluem as mucosas labial, jugal e lingua como as localizagdes mais frequentes (KIM et
al., 2011). No presente estudo houve uma predilecéo pelo rebordo alveolar, seguido da
mucosa jugal, na HFE/Col, sendo concordantes com a literatura, com relacdo a segunda
localizagcdo anatémica. J& no caso do papiloma escamoso oral, os locais de predilecao
sdo a lingua e o palato, embora outras regides da cavidade oral possam ser afetadas
(KIM et al., 2011). Estes dados sdo discordantes do que foi encontrado na presente
pesquisa, onde o assoalho de boca e o rebordo alveolar foram os sitios anatdmicos mais

acometidos pelos papilomas orais.

Os principais sitios de localizagcdo do carcinoma espinocelular sdo a lingua, o
assoalho da boca, a gengiva, o rebordo alveolar e a mucosa jugal (ALMEIDA,2011).
Entretanto, estudos publicados, nos quais, foram registrados a ocorréncia de coilocitose
no CEC, a localizacdo ndo segue a mesma frequéncia, sendo citados o labio, a mucosa
jugal, a gengiva, a lingua e palato (UKPO et al., 2011; MILLS et al., 2012; PARK et al.,
2012). E sugerido provavel associagdo com habitos sexuais de risco, pois estes sitios
anatdmicos parecem ser mais expostos ao micro trauma do sexo oral, servindo de meio
de entrada do virus (TRISTAO et al., 2012). Contudo, a literatura é controversa quanto
a associacao entre sitio anatdbmico das lesdes em cavidade oral e 0 HPV. Xavier (2005)
demostrou em seu estudo que praticamente toda a mucosa oral esta exposta a micro-
traumas causados pelo sexo oral, quando comparou a lingua com mucosa jugal e labio
em relacdo a tecidos saudaveis ndo encontrou diferenca significante quanto a presenca
de coilocitose e a imunoexpressdao de pl6 em relacdo ao controle negativo (mucosa
normal).

Os trabalhos mais recentes sobre o cancer de boca mostram o HPV como
possivel participante da patogénese do CEC oral. Mediante a presenca de alteracdes
citologicas consistentes com infec¢des virais, em areas adjacentes ao tumor, 0s
pesquisadores tentam confirmar a presenca deste virus submetendo suas amostras a
testes como o PCR, captura hibrida e imunoistoquimica com o intuito de identificar e
quantificar os subtipos de alto risco como também direcionar o diagnostico (EVANS et
al; 2011; FIEDLAND et al; 2012; GAO et al.,, 2013). Na amostra avaliada foi
encontrada frequentemente coilocitose no epitélio adjacente ao grupo CEC abaixo de 50
anos, além de positividade intensa e difusa do marcador p16, o qual esta superexpresso
nas células infectadas pelo HPV (GAO et al., 2013).
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Segundo Wentzensen (2008) o p16 esta diretamente relacionado ao aumento da
expressdo das proteinas virais E6 e E7. As principais a¢des destes oncogenes do HPV
sdo a degradacdo de p53 pelo E6 e, assim, a prevencdo de apoptose, além da liberacéo
de E2F de pRb. Fisiologicamente, a ativacdo E2F é mediada por fosforilacdo da
proteina Rb. Esta via é estritamente regulada por um conjunto de quinases dependentes
da ciclina, as quais controlam a fosforilagdo de pRb (cinases dependentes de ciclina).
Em células epiteliais com infeccdo por HPV, a regulagdo da Rb-E2F é alterada por E7 e
a ativacdo de pl6 ndo tem o efeito regulador desejado. Como resultado, pl6 é
fortemente superexpressa e se acumula nas células, porém, sem funcdo. Essas
propriedades de p16 fazem desta proteina um excelente biomarcador para os canceres
relacionados ao HPV.

Eleutério Jr et al (2007) estudando a proteina pl6 em lesdes cervicais,
observaram a auséncia desta em amostras de tecido normal de colo uterino,
contrastando com os casos de lesdo cervical de alto grau onde essa molécula foi
expressa. Segundo estes autores a presenca de pl6 estd diretamente relacionada as
infeccBes cervicais associadas ao HPV.

Tavajara et al (2011) e Popovic et al (2010) também demonstraram forte
correlagéo entre a positividade por PCR em lesdes de cabeca e pescogo associadas ao
HPV e a expressdo imunoistoquimica simultanea de p16.

Em trabalho desenvolvido com amostras de CECs orais que apresentavam
indicios citologicos sugestivos de infec¢do viral (comparados a mucosa normal ou a
lesGes reativas) observou-se que 60% dos casos apresentava pl6 expresso enquanto que
no controle negativo a imunomarcagdo era menor que 15% (EL-MOFTY et al., 2008).
Estes dados contribuem para validar os achados do presente estudo no qual as alteracbes
citopatologicos (principalmente, a coilocitose) aliadas a expressao imunoistoquimica de
pl16 estiveram presentes em lesGes orais (benignas e malignas) com provavel associagdo
viral, enquanto que no grupo controle negativo nenhum destes parametros foram
observados.

Hoffman et al (2012) analisando CECs orais em pacientes fumantes e nao
fumantes verificou que os espécimes com alteragdes histopatologicos de infeccdo viral
(coilocitose) e alta taxa de positividade para a molécula p16, especialmente, no grupo
que ndo fumava, mostraram confirmacdo da presenca do virus através de testes de
biologia molecular (captura hibrida). Comparados a amostra do presente trabalho, os

dados sdo concordantes, visto que, nos pacientes acima de 50 anos, que eram fumantes,
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ndo foram observados, em sua maioria, efeitos citoldgicos sugestivos de infecgéo viral
associados a baixa imunoexpressao de pl16, constrastando com os casos abaixo de 50
anos (todos ndo fumantes) onde a imunoexpressao de p16 foi elevada.

Acrescenta-se, ainda, que Gao et al (2013), estudando HPV em lesdes de cabeca
e pescoco, constatou que em displasias epiteliais associadas a coilocitose ocorreu
positividade elevada para o HPV tipo 16 tendo sua amostra imunoexpressdo simultanea
da proteina p16.

O fumo ¢ o principal fator correlacionado ao cancer de boca, no entanto a
presenca de alteracdes citopatoldgicas de infeccdo viral em amostras sem a associacao
ao fumo suscita a hip6tese da participacdo do HPV na sua etiopatogénese. Com base nas
alteracdes na cromatina nuclear (coilocitose) os pesquisadores associam a expresséo de
pl6 ao PCR ou ISH, para verificar se ha presenca do HPV e havendo, se corresponde a
lesGes ativas (ANG et al., 2010; AL-SWIAHB et al., 2012; CHENEVERT e CHIOSEA.
2012).

Portari (2008) estudou a expressdo simultanea de p53, ciclina D1 e p16 em 281
lesGes cervicais de alto grau e correlacionou a expressdo imunoistoquimica das trés
proteinas encontrando forte associa¢do entre as mesmas. Estes dados sdo concordantes
com o presente estudo, onde a positividade de p16, como ja descrito e discutido, e de

ciclina D1 tiveram forte correlacdo em mucosa oral nos grupos HFE/Col e CEC-50.

Adicionalmente, Sousa (2007) analisando amostras de CECs orais com indicios
citologicos de infecgbes virais observaram grande marcacdo para ciclina D1 e cruzando
os dados de estadiamento tumoral com a expressdo simultanea com pRb e p53

emcontrou correlacdo estatistica significante.

No entanto, Angelo (2007) verificou em CECs orais uma baixa positividade
para a imunomarcacdo de cilcina D1 (inferior a 10%), quando os efeitos citologicos
sugestivos de infeccdo viral também estavam ausentes, dados que corroboram o0s
resultados desta pesquisa, na qual a deteccdo de cilcina D1 no grupo CEC+50 (sem
presenca microscopica de coilocitose) foi baixa. Ressalta-se que na metodologia do
referido autor, 0 mesmo avaliou somente as zonas perilesionais para efeito de contagem

celular (imunoexpresséo) e ndo houve subdivisdo da amostra por idade.
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Rocha et al (2007), estudou a atividade proliferativa de 21 carcinomas
epidermoides orais utilizando o Ki67. Foram considerados dois grupos: HPV-positivo,
para aqueles com expressdo positiva de p16 e HPV-negativo, com expressdo negativa
de pl16. Ao final do estudo, no entanto, ndo encontraram diferenca estatisticamente
significante. Mota et al (2009) também realizaram expressdo imunoistoquimica em
CECs provavelmente associados ao HPV em 29 amostras, comparando a atividade
proliferativa através de Ki67 e p53. Quando comparados o perfil de imunoexpresséo de
Ki67 com o estadiamento tumoral e a marcacdo para p53 nao foi encontrada diferenca
estatistica. No presente estudo a imunoexpressao de Ki67 (quando descritos de forma
dicotdmica) tembém ndo apresentou significancia (p>0.005).

Bahanassy et al (2007), Nam et al (2009) e Walts et al (2009) avaliaram a
expressdo quantitativa (percentual) de marcacdo celular para Ki67 em CECs orais
associados aos efeitos citopatologicos sugestivos de infeccdo viral. Em seus estudos
encontraram diferenca significante na taxa de marcacdo celular (de Ki67 por 1Q) em
relacdo ao controle negativo, embora nas amostras 0s autores supracitados também
realizaram PCR em tempo real. Estes resultados corroboram com os do presente
trabalho, em relacdo a expressdo imunoistoquimica, onde o percentual de marcacao

celular do Ki67 foi maior no grupo CEC-50.

Larsen et al (2014) enfatizam o quanto é dificil comparar os resultados
obtidos de numerosas pesquisas sobre a presenca e acdo do HPV na mucosa oral por
causa das muitas variacbes nos parametros de cada tipo de estudo como a amostra
(tecido extraido por bidpsia ou raspagem), selecdo de método de preparacdo (fresco,
congelado ou fixado), diferencas étnicas e geograficas entre 0s pacientes, e 0 USO
diversificado de métodos e protocolos (automatizado ou manual).

Finalmente, o presente trabalho demonstrou que lesbes orais representadas por
HFE/Col, CEC-50 e PO, nas quais foram identificadas coloicitose, expressaram a
proteina p16. Além disso, foi visualizada marcacdo simultanea para ciclina D1 e Ki67,
principlamente nos grupos HFE/Col e CEC-50. Este dado pode vir a constituir, no
futuro, como elemento complementar na avaliagdo do comportamento bioldgico destas

lesdes.
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Sugere-se considerar a possibilidade da relacdo entre o carcinoma de células
escamosas oral em pacientes jovens e a participacdo do HPV especialmente nos casos
em que os demais fatores de risco (fumo e alcool) ndo estdo presentes. A provével
associacdo é elicitada, visto que as amostras avaliadas de CEC-50 apresentaram
coilocitose peritumoral e intensa expressdo de pl6. No entanto, novas pesquisas
utilizando os dados histopatoldgicos e a imunoistoquimica aliadas as técnicas sensiveis

de biologia molecular para deteccéo viral sdo necessarias.
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5. CONCLUSOES

- A imunoexpressdao de pl6 e ciclina D1 foi observada em Papilomas Orais,
Hiperplasias fibroepiteliais com coilocitose e no Carcinoma de ceélulas
escamosas em pacientes abaixo de 50 anos, enfatizando-se a alta marcacgédo de

células neste ultimo.

- Os grupos Hiperplasia fibroepitelial com coilocitose e Carcinoma de células
escamosas em pacientes abaixo de 50 anos mostrou correlacgao significante entre

a positividade simultanea para p16 e cilcina D1.

- A avaliacdo quantitativa de imunoexpressdao de Ki67 foi significante no
carcinoma de células escamosas em pacientes abaixo de 50 anos, em relacdo ao

controle negativo.
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Apéndice 1: Dados brutos de nimero de registro da biopsia, sexo, idade, localizacéo
anatdmica, diagnoéstico histologico, escore de efeitos citopaticos de infeccdo viral e
taxas médias de expressao imunoistoquimica de toda a amostra.

P16 Ciclina | Ciclina
Diagnéstico P16
Biopsia Sexo ldade Localizagdo Escore (m=* D1 D1 Ki67
Histol6gico
am*

14/08 | Masculino 50 Assoalho Bucal HFE/Col 3 25% 0% -
02/11 Feminino 57 Mucosa Jugal HFE/Col 3 12% 16% 18%
12/11 | Masculino 45 Mucosa Jugal HFE/Col 3 31% 12% -
14/11 Feminino 50 Rebordo Alveolar HFE/Col 3 271% 24% 14%
14/12 Feminino 51 Lingua HFE/Col 2 23% 4% -
16/12 | Masculino 72 Mucosa Jugal HFE/Col 1 2% 0% -
08/13 | Masculino 54 Assoalho Bucal HFE/Col 3 1% 0% -
15/13 | Masculino 81 Rebordo Alveolar HFE/Col 3 0% 0% -
140/13 | Feminino 62 Assoalho Bucal HFE/Col 3 27% 20% 27%
149/13 | Feminino 31 Mucosa Jugal HFE/Col 4 34% 22% 21%
150/13 | Feminino 53 Mucosa Jugal HFE/Col 3 0% 0% -
151/13 | Masculino 14 Rebordo Alveolar HFE/Col 3 23% 17% 34%
160/13 | Masculino 61 Rebordo Alveolar HFE/Col 3 2% 0% -
169/13 | Feminino 73 Rebordo Alveolar HFE/Col 3 0% 0% -
222/13 | Feminino 59 Palato HFE/Col 3 37% 23% -
267/13 | Masculino 63 Labio HFE/Col 4 24% 13% -
295/13 | Feminino 45 Rebordo Alveolar HFE/Col 4 23% 15% 22%
301/13 | Feminino 27 Palato HFE/Col 4 25% 18% 24%
48/12 Feminino 41 Mucosa Jugal HFE/Col 3 37% 14% -
355/13 | Feminino 43 Mucosa Jugal HFE/Col 4 33% 28% 12%
174/13 | Feminino 48 Mucosa Jugal HFE/Col 4 29% 24% 34%
53/13 Feminino 40 Rebordo Alveolar HFE/Col 3 12% 12% 37%
15/12 Feminino 46 Rebordo Alveolar HFE/Col 3 21% 20% -
04/12 Feminino 49 Rebordo Alveolar HFE/Col 3 22% 18% 17%
68/08 | Masculino 14 Assoalho Bucal PO 3 23% 18%

176/09 | Feminino 23 Assoalho Bucal PO 3 26% 12%

180/09 | Feminino 33 Labio PO 4 12% 16%
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09/08 Feminino 50 Assoalho Bucal PO 3 18% 12%

92/12 Feminino 41 Assoalho Bucal PO 3 23% 12%

170/12 | Masculino 48 Assoalho Bucal PO 3 13% 14%

75/11 | Masculino 65 Palato PO 2 20% 15%

193/12 | Masculino 67 Lingua PO 3 16% 11%

38/13 Feminino 44 Assoalho Bucal PO 3 22% 20%

11/13 | Masculino 42 Assoalho Bucal PO 3 21% 17%

11/06 | Masculino 50 Rebordo Alveolar PO 3 21% 10%

203/13 | Masculino 59 Rebordo Alveolar PO 3 24% 12%

303/13 | Masculino 52 Rebordo Alveolar PO 3 30% 12%

21/12 Feminino 55 Rebordo Alveolar PO 3 18% 17%

26/11 Feminino 53 Rebordo Alveolar PO 3 21% 21%

176/13 | Feminino 56 Rebordo Alveolar PO 4 28% 25%

186/12 | Masculino 31 Mucosa Jugal CEC 4 69% 80% 33% 12% 33%
23/11 Feminino 24 Palato CEC 5 71% 100% 30% 10% -
07/13 Feminino 48 Lingua CEC 5 59% 56% 26% 13% 56%
85/13 Masculino 45 Lingua CEC 1 57% 89% 44% 23% 21%
13/11 Masculino 33 Palato CEC 4 7% 80% 56% 11% 95%
17/13 Feminino 39 Palato CEC 4 75% 94% 16% 14% 80%
169/09 | Feminino 47 Lingua CEC 3 70% 100% 65% 15% 65%
185/13 | Masculino 34 Labio CEC 3 50% 60% 37% 11% 83%
130/13 | Feminino 36 Rebordo Alveolar CEC 4 64% 0% 39% 10% 60%
274/13 | Feminino 36 Rebordo Alveolar CEC 2 0% 52% 4% 17% 56%
170/13 | Feminino 47 Assoalho Bucal CEC 1 55% 44% 49% 22% 51%
217/13 | Feminino 41 Labio CEC 3 47% 100% 39% 20% 66%
313/13 | Masculino 40 Assoalho Bucal CEC 4 32% 81% 21% 18% 70%
93/13 Feminino 45 Assoalho Bucal CEC 4 75% 23% 71% 22% 81%
82/14 Masculino 78 Labio CEC 2 0% 31% 0% 12% -
54/13 | Masculino 77 Mucosa Jugal CEC 2 50% 0% 0% 9% -
02/13 Masculino 69 Palato CEC 1 12% 68% 0% 2% -
01/13 | Masculino 60 Mucosa Jugal CEC 1 14% 70% 5% 12% -
310/13 | Masculino 80 Assoalho Bucal CEC 4 51% 10% 34% 13% -
266/13 | Feminino 73 Rebordo Alveolar CEC 1 1% 70% 0% 11% -
271/13 | Feminino 66 Rebordo Alveolar CEC 2 4% 50% 0% 9% -
269/13 | Feminino 61 Mucosa Jugal CEC 2 5% 70% 2% 3% -
252/13 | Feminino 67 Palato CEC 1 5% 0% % 19% -
163/13 | Masculino 73 Lingua CEC 0 30% 61% 0% 11% -
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268/13 | Feminino 71 Lingua CEC 0 7% 30% 2% 12% -
232/13 | Masculino 64 Lingua CEC 1 0% 0% 0% 11% -
227/13 | Feminino 60 Lingua CEC 2 2% 23% 0% % -
206/13 | Feminino 70 Lingua CEC 1 74% 8% 1% 12% -
210/13 | Feminino 83 Lingua CEC 1 0% 14% 0% - -
64/13 | Masculino 12 Rebordo Alveolar HFE 1 0% 3% 11%
189/13 | Feminino 17 Lingua HFE 0 6% 9% -
156/12 | Feminino 34 Mucosa Jugal HFE 0 0% 6% 15%
52/11 Feminino 34 Mucosa Jugal HFE 0 0% 7% 18%
185/09 | Masculino 56 Palato HFE 0 4% 6% -
128/09 | Feminino 31 Rebordo Alveolar HFE 0 0% 12% -
178/09 | Feminino 24 Rebordo Alveolar HFE 0 0% 5% 42%
69/12 | Masculino 53 Lingua HFE 0 5% 3% 31%
91/12 | Masculino 28 Palato HFE 1 1% 1% -
42/13 Feminino 75 Lingua HFE 0 4% 9% -
109/09 | Feminino 43 Palato HFE 0 0% 12% -
115/09 | Feminino 12 Mucosa Jugal HFE 0 1% 3% -
120/09 | Masculino 08 Rebordo Alveolar HFE 2 2% 13% -
172/09 | Masculino 45 Labio HFE 0 0% 8% 25%
121/09 | Feminino 33 Labio HFE 0 0% 2% 28%
88/12 | Masculino 22 Rebordo Alveolar HFE 0 0% 10% 30%
114/12 | Masculino 15 Palato HFE 1 2% 4% -
177/12 | Feminino 67 Mucosa Jugal HFE 0 0% 8% -
163/12 | Feminino 12 Rebordo Alveolar HFE 1 0% 6% 14%
14/13 Feminino 41 Labio HFE 1 0% 15% -

*(IT)=INTRATUMOR
Fonte: Laboratorio de Patologia Bucal — Universidade Federal do Ceara
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N&o havera riscos, tendo em vista que o estudo de carater retrospectivo, utilizara material de bidpsias
parafinadas n&o havendo participacéo direta dos individuos na pesquisa.
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do HPV em cavidade oral, principalmente aquelas com potencial de transformac&o maligna, tendo em vista
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