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SUMMARY

Human Papillomavirus has been describe as a risk factor to benign and
malign esophageal lesions. The HPVs commons in esophageal epithelium are
6, 11, 16, 18, 31, 33 and 35. We had select fourty nine endoscopic biopsies
which histologic analysis had show koilocytotic atypia in different grades. We
had use immunohistochemical and in sity hibridization reactions with
commercially biotynilated probes 6/11, 16/18 and 31/33/35 (Viratype probe
set - DIGENE). We couldn’t find HPV’s antigen or DNA in any fourty nine
samples. Then, our studies suggest other factors to development of esophageal

tissues alterations.



RESUMO

O papiloma virus humano (HPV) tem sido descrito como um fator de
risco para o desenvolvimento de lesbes benignas e malignas no eséfago, sendo
o5 tipos mais frequentes os HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33 ¢ 35. No presente
trabalho, selecionamos 49 casos de bidpsias endoscopicas de esbfago coradas
por hematoxilina-eosina que continham graus variados de atipia coilocitotica
{cotlocitose, discariose, bi ou multinucleacfio). Esses casos foram submetidos

AL

as reagdes de imuno-histoquimica ¢ hibridizacdo ™ in sitm ” com sondas
biotiniladas 6/11, 16/18, 31/33/35 (Kat Viratype-DIGENE). Os resultados para
o0s casos estudados foram negativos, com controles positivos de forte sinal, por
ambos os métodos. Assim, é possivel que as alteragles morfoldgicas do
epitélio escamoso do eséfago possam néo ser de origem viral e outros fatores

devem ser considerados como potencialmente responsdveis por essas

alteragdes.
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INTRODUCAO

1. Propriedades gerais dos papilomavirus

Os papilomavirus comp@em um grupo heterogéneo de virus DNA cuja
pcorréncia ¢ predominante em epitélios escamosos, causando hiperplasia
papilomatosa e lesdes verrucosas no homem ¢ em grande numero de animais
(ABRAMSOM, 1985; CHANG et al, 1990¢; BARNES et al, 1991). Cada virus
é nomeado de acordo com a espécie animal que podem infectar (coelhos,
ovelhas, bovinos ¢ o homem) e sub-classificados segundo a homologia da
sequéncia nucleotidica dos diferentes tipos isolados (CHANG et al, 1990c;
TENTL 1992) Quando isolados das diferentes espéeies, em experimentos com
hibridizagio cruzada, os papilomavirus foram inicialmente classificados em
subtipos. Assim, convencionou-se que o tipo viral em estudo com homologia
nferior a 50%, comparado a um prototipo conhecido, deveria receber uma
nova numeracio (MC CANCE, 1986; DE VILLIERS, 1989 CHANG et al,
1990¢). Com os avangos no sequenciamento de DNA, uma nova definigao dos
genGtipos serd requerida quando a concorddncia nucleotidica entre as

sequéncias L1, E6 e E7 de dois tipos for menor que 90% ( DE VILLIERS,
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1994), As regides mais conservadas enfre os subtipos siio El, E2 e L1,
enquanto a regifio mais divergente ¢ a regido niio codificadora (CHAN et al,
1992). Com base na homologia das sequéncias nucleotidicas e na menor
diferenca de organizagio do genoma, os papilomavirus podem ser
classificados em familias, de acordo com seu tropismo pelas dreas genitais,
pele e fibroblastos animais (COLE & DANOS, 1987). Dessa forma até o
momento conhece-se cerca de 75 tipos de papiloma virus humano diferentes,
dos quais 69 tipos foram descritos (DE VILLIERS, 1989, ZUR HAUSEN,

1989; TENTI et al, 1992).

2. Estrutura do Virion

O papilomavirus humano (HPV) ¢ um virus DNA dupla fita pequeno,
circular, com 55 a 60 nm , um capsideo de 72 subunidades (SEEDORF, 1985,
MC CANCE, 1986; AMORTEGUI & MEYER, 1990; CHANG et al, 1590c;
FIGUEIREDO & VELLUDQ, 1990). O capsideo tem arranjo em padriio
icosaédrico, formando um envoltdrio de 2 nm de espessura em torno do DNA
viral (BAKER et al, 1991). Sob o aspecto bioquimico, o capsideo viral €
composto por uma proteina principal (54 KDa) e outra menos representativa
{76 KDa) responsaveis por sua antigenicidade (TOMITA, et al, 1987). Essas
proteinas do capsideo carregam determinantes antigénicos género-especifico

{JENSON et al, 1980).



13

Estudos com clivagem do DNA de papilomavius bovino do fipo 1
{BPV-1) por enzimas de restrigio inicialmente desmonstraram, que o genoma
dos papilomavirus possuiam dois longos dominios, denominados de “Open
Reading Frames” (ORFs) precoce e tardio, para indicar suas expressdes
durante o ciclo viral, e uma regido reguladora nfio codificadora (DANOS,
1983, MC CANCE, 1986, NASSERI, 1987, DE VILLIERS, 1989}
Atualmente essas regides gendmicas dos papilomavirus sio consideradas como
genes. O dominio precoce representa 45% do genoma viral com oito genes
codificadores para proteinas ndo estruturais associadas com a replicagfo e
controle do genoma viral. A regido tardia representa cerca de 40% do genoma
do HPV, cuja fungiio ¢ codificar proteinas estruturais do capsideo viral. Em
cerca de 5% do genoma esta contida a regifo ndo codificadora com sequéncia
de nucleotideos reconhecidas pelas RNA polimerases, as quais iniciam a
sintese de mRNA (promotores) e outras modulam a transcrigdo de varios genes

(“enhancers™) (LAZO, 1988; TENTI et al, 1992; PFISTER & FUCHS, 1994).

3. Estudo Molecular do Genoma Viral

Pela capacidade do papilomavirus bovine tipo [ (BPV-1} de
wransformar fibroblastos de roedores em cultura tecidual, ele foi utilizado
como modelo nos estudos sobre o mecanismo de replicagio do DNA dos
papilomavirus em geral (LAMBERT, 1991). Estudos comparativos entre

véarios papilomavirys animais e humanos tém identificado os produtos
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envolvidos com a replicagiio do DNA, conirole da transcrigiio, transformagio
cehular e arranjo do capsideo (FAVRE et al, 1975; HIRSCH-BEHNAM,

DELIUS & DE VILLIERS, 1990; ENSSER & PFISTER, 1590).

3.1. Genes E}

O produto de gene E1 é uma proteina nuclear, fosforilada nas porges
amino terminal (N-terminal} e carboxi terminal (C-terminal), com peso
molecular de 68 a 72 KDa e parece ter vida curta (SANTUCC], 1990, BLITZ
& LAIMINS, 1991). Estudos comparativos entre a proteina El e o grande
antigeno T do virus SV40 mostraram que ambos compartilham regides de
similaridade entre seus aminoacidos, as quais contém dominios para ligagédo de
ATP, ATPase ¢ DNA helicase associadas a replicagdo viral (CLERTANT &
SEIF, 1984). Fxperimentos “in vitro” demonstraram a capacidade da proteina
El em se agregar a proteina E2, formando um complexo estavel, cuja fungéo
seria a de controlar a replicagio viral (MOHR, 1990). Além da fungdo
primordial de replicagio viral, um RNA mensageiro processado ( “spliced”)
entre o comego dos genes E1 e E4 codifica a proteina EIAE4 (proteina E4),
com afinidade especifica s citoqueratinas celulares e portanto, com fungdo de

conferir tropismo epitelial ao virus (DOORBAR et al, 1991),
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3.2. Genes E2

Os genes F2 do virus BPV-1 codifica trés proteinas nucleares
responséaveis pela regulagio da transcrigdo viral: E2TA, EZTR e E8/E2TR. A
proteina E2TA ¢ uma proteina transativadora transcricional de ampla extensao
que ativa clementos responsivos “enhancers” (EZRE). Os outros transcritos, o
repressor transcricional E2TR e o produto do mRNA processado ( “spliced”™)
F8/F2TR, tém fungio de reprimir a atividade transcricional de E2TA atraves
de ligagdo competitiva 4 sitios de ligaglio no DNA. Dessa forma a interaglo de
E1/E2TA/E2TR promoveria a replicagfio viral ¢ o aumento da concentragio
das proteinas E2TR ou E8/E2TR reprimiriam a atividade replicativa do virus

(LAMBERT, 1991).

3.3, Genes E4

A replicagio e a transcrigho do DNA viral aumentam com a
diferenciaciio celular, com a expressdo de proteinas tardias e subsequente
areanjo  do  virion, restrito s células mais superficiais  diferenciadas
(ROBERTS et al, 1993). A proteina E4 € um produto do RNA MENSAgeIro
com dois exons acoplados entre o comego dos genes El ¢ E4 (DOORBAR et
sl, 1986). Essa proteina, localiza-se no citoplasma sob a forma de granulos de
2 a 5 wm de didmetro, adjacente ao nucleo, observado em cultura de

queratindcitos, 5 a 6 horas pos-infecedo com o virus recombinante da vaccinia
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contendo os genes E1/E4 (DOORBAR et al, 1991). Apesar de ter fungio ainda
pouco esclarecida, a proteina E4 tenia papel na maturagio viral em células
epitelials mais superficiais com auséncia de diferenciaglio especifica de
citoqueratinas (BREITBURD, CROISSANT & ORTH, 1990; TENTI et al,
1992). A expressio de E1-E4 em cultura de células nas fases tardias do ciclo
de vida viral, promove o desarranjo e bandeamento dos filamentos de
queratina sem alterar outras estruturas do citoesqueleto, tais como, a lamina
nuclear ou a vimentina (DOORBAR et al, 1991). Cuoqueratinas sfio
filamentos intermediarios, formando heteropolimeros com cerca de 10 nm de
didgmetro e estdo contidos em exuberfincia nas células epiteliais (MILLER,
KHUON & GOLDMAN, 1993). A interagio entre a proteina EI-E4 ¢ as
citoqueratinas promoveria alteragio a nivel de citoesqueleto celular, podendo
ser um mecanismo engenhoso do virus para mfectar e permanecer em wm
epitélio escamoso menos corneificado (DOORBAR et al, 1988). Essa forma de
adaptagio viral poderia também explicar a formagdo das celulas coilocitoticas,
alteraglo esta mais comumente associada 4 mfecglio pelo HPV ( DOORBAR
et al, 1991).

ALBERS & FUCHS, {1989), em experimento com cDNAS mutantes
para expressio de citoqueratinas K14 epidermal tipo I, deletando sequéncias
codificadoras das porgbes amino ferminal ¢ carboxi terminal, observaram
distirbios na rede de filamentos intermedidnios do citoesqueleto. Esses autores

concluem que as citoqueratinas sem porgdo C-terminal ficam agregadas ao
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redor do citoplasma, enquanto mutantes de citoqueratinas defectivos na porgéo
N-terminal, produziriam agregados na superficie nuclear. Portanto, poderiamos
imaginar que a interaglo dos transcritos E1-E4 com a porgio carboxi-terminal
dos filamentos de citoqueratina impediriam o alongamento dos mesmos com
padriio similar de agregacic ao desse experimento, ROBERTS et al (1993),
atilizando DNA E1-E4 de HPV1 ¢ HPV 16, estudaram o aspecto das diferentes
sitoqueratinas em cultura de células e verificaram o rompimento especifico das

citoqueratinas K8/K18 e K5/K 14 induzido pela proteina EV/E4.

3.4, Genes E5

O)s transcritos dos genes E5 estdo associados a franformagio celular e o
controle do nimero de cGpias virais. Um mutante de BPV1, cujos genes de
transformacdo ES5 possuiam mutagBes, foi encentrado  integrado  ao
cromossomo hospedeiro (RABSON et al, 1986). Em animais, os genes ES dos
papilomavirus induzem o desenvolvimento de fibropapilomas ¢ esses genes
dos HPFVs 6 ¢ 16 codificam uma proteina hidrofobica que toma parte nos

eventos de transformacdo celular (BANKS & MATLASHEWSKI, 1993).

3.5. Genes E6/E7
Determinadas proteinas do papilomavirus s30 capazes de induair
sransformacdo celular em sistemas “in vivo” ¢ “in viiro” (SYRJANEN, 1992},

Experimentos com células CaSKi ¢ SiHa para estudo dos transcritos do
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HPV16 revelaram uma fosfoproteina citoplasmatica marcado com fosforo
radiativo ("PO4) que comigrava com E7 marcada com enxofre radioativo
{"8}. Esse trabalho confirmou a natureza fosfoproteica de E7, uma proteina
livie no citoplasma ou nicleo sob a forma monomérica, que a0 se associar a
proteina E6 em HPV16 permite 2 manutengdo ¢ a progressdo do clncer em
hospedeiro natural (SMOTKIN & WETTSTEIN, 1987). A analise genética de
BPV1, realizada para avaliagdo da fungdo de E7 em células de retinoblastoma,
verificou a formagdo de um complexo entre E7 ¢ um gene supressor de tumor
{p 105-RB), ocasionando hiperproliferaciio e/ou alteraglio da diferenciagio
celular “in vitro” (MUNGER et al, 1989, TOMMASINOG & CRAWFORD,
19953, A proteina viral E6 pode ligar-se também & p33, um antioncogene
regulador dos pontos de mutagfic gendmica durante o ciclo celular. Tal
interacdo degrada a p53, inativandoe-a e assim predispondo a célula aos eventos
de transformacio ( FINLAY, HINDS & LEVINE, 1989, PAQUETTE et al,
1993 TOMMASING & CRAWFORD, 1995). HAWLEY-NELSON et al
(1989), promovendo transfecgdo em queratindcitos de plasmidios contendo os
genes E6 e E7 geraram linhagens celulares com um potencial de crescimento
indefinide. COLE & DANOS (1987) em estudo das estruturas repetidas dos
produtos dos genes E6 e E7 do HPVIE, demonstraram que pequenas
alteragdes nas sequéncias regulatorias ou stbitas alteragOes nas sequéncias

codificadoras virais, com modificagio no padric de expressio de seus genes,
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contribuiriam para a formago do tumor maligno. Todos esses experimentos

confirmam a fungio das regides E6 e E7 na transformago celular.

3.6. Genes E8

Em BPVI1, verificou-se que os transcritos da regifio E8 tinham a
capacidade de se complexar com a proteina E2TR, responsavel pelo controle
da regifio de replicagfio viral (LAMBERT, 1991). Assim, a regido E8 auxtharia
a regulacio da replicagdo viral, de forma repressiva, evitando a produgdo viral
indefinida. No genoma de alguns papilomavirus (BPV tipo 3.4 ¢ 6) no
existem os genes E6 ¢ na mesma posi¢io existiriam genes E8 que codificariam
umga proteina hidrofobica similar 4 proteina ES (PFISTER & FUCHS, 1994),
Assim, esses autores concluem que ambos os genes sfo andlogos ou refletem

um rearranjo gendmico recente na evolugdo.

3.7. Genes L1

Esta regiio do genoma do HPV é responsivel pela codificagio da
proteina principal (54 KDa) do capsideo viral, com 92% de homologia em seu
contetido de aminoacidos, representando a regifio mais conservada entre todos
os papilomavirus (CHEN et al, 1982; DARTMAN et al, 1986). Estudos “in

vitro” da proteina L1 em papilomavirus bovino ¢ humano demonstraram que



26

sua estrutura & parcialmente glicosilada ¢ esta ¢ capaz de sofrer arranjo

molecuiar na auséneia de L2 (ZHOU et al, 1990).

3.8. Genes 1.2

Seu produto de transcrigio é a proteina menos abundante do capsideo
viral, com 72 KDa, menos conservada que a proteina L1 e snas fungbes ainda
permanecem obscuras (TOMITA et al, 1987, FIGUEIREDO & VELLUDO,
1990; PFISTER & FUCHS, 1994). A porgio amino-terminal da proteina L2 ¢
capaz de se ligar a0 DNA em uma sequéncia inespecifica. Essa capacidade
sugere seu papel na atragio do DNA viral durante o amanjo das particulas

completas ou no posicionamento apropriado dos minicromossomos dentro do

capsideo (PFISTER & FUCHS, 1994; ZHOU et al, 1994).

4, Cicle de vida do Papilomavirus Homano

As funcdes dos papilomavirus completos, tais como, sintese de DNA
viral e expressdo dos genes tardios na codificagdo do seu capsideo, estdo
intimamenie associadas 4 diferenciag;ﬁa das células epiteliais escamosas
(HOWLEY & SCHLEGEL, 1988). A infecglo ocorre nas células da camada
basal do epitélio, em decorréncia de abrasiio ou microlesdes da pele e mucosa,

¢ a replicagiio viral efetiva comega, quando as células filhas contendo o virus
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sofrem maturagio (BROKER et al, 1989; VILLA, 1995). O DNA do HPV ¢
replicado em um grande niimero de copias e posteriormente 0Corre a tnsergdo
deste DNA no capsideo proteico para formar particulas virais maduras
(TENTI et al, 1992, VILLA, 1995). Por isso, a grande dificuldade de se
estabelecer um sistema de cultura de células para a propagacgo destes virus
(CHANG et al, 1990c; VILLA, 1995). A proteina L2 complexar-se-ia a
proteina L1 permitindo o perfeito arranjo do capsideo viral (KIRNBAUER et
al, 1993; ZHOU et al, 1993). Como anteriormente mencionado, a L2 poderia
ter a funglo de atragio do genoma viral ¢ ou posicionamento dos
minicromossomos no interior do capsideo. Nas lesdes benignas o padriio do
DNA viral permanece sob a forma circular, nfio integrada ao genoma celular,
denominada forma epissomal (TENTI et al, 1992). Nesse tipo de leséo,
embora ainda ndo se saiba o mecanismo, a produglio viral declina em tempo
ainda incerto e o virus passa a ficar retido nos tecidos cervicais sobre forma
latente { DE VILLIERS et al, 1992). Em neoplasias ditas malignas, cujas
células sofrem caracteristica transformagdo, o DNA viral aparece mtegrado ao
genoma celolar, induzindo a ruptura dos genes reguladores da replicagiio
(E1/E2), deficiéncia na transcrigdo dos genes tardios e transcriglo
incontrolével dos genes E6/E7. Nesse caso, o ciclo viral é abortado, particulas
virsis completas ndo sdo produzidas ¢ as células infectadas sofrem
transformagio maligna (BROKER et al, 1989; CHANG et al. 1990¢; TENTI et

al, 1992). Essas células sofrendo alteragio de crescimento & diferenciacio,
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modificam o padriio de estratificagiio do epitélio nas camadas de células mais
diferenciadas e as células superficiais passam a expressar citoqueratinas em
quantidade ¢ gualidade diferentes (VILLA, 1995). Os ciclos produfivos
implicam na liberagio de particulas virais, induzindo a formagao de anticorpos
especificos. ONDA et al (1993), em estudo de 73 pacientes com cancer
cervical ou neoplasia intraepitelial, verificaram a presenga de anticorpos anti-
B4 e anti-E7 de HPV 16 em amostras de soro analisadas por ELISA ¢ o0 DNA
do HPV pela reagfio em cadeia da polimerase (PCR). O estudo desses autores
aponta para a possibilidade de detecgiio do HPV economicamente acessivel
para a populagio, permitindo a utilizac3o desses como marcadores em
metastase  (ONDA et al, 1993). Existe a possibilidade de que anticorpos
contra proteinas E6 ¢ E7 de HPVs 16 e 18 ocorram com maior frequéncia e em
titulos maiores em pacientes com carcinoma de colo uterino quando
comparado a mulheres normais (VILLA, 1993). De fato, a facilidade de
deteccio do HPV permitiria a prevengio dessa infecgdo viral por imunizacglo
ou por sua triagem em amostras citolégicas através de técnicas mais sensivels

(FRANCO, 1995)

5. Atipia coilocitética e HPV-Aspecto ultraestrutural
O termo atipia coilocitStica foi descrito como um padréo patologico do
epitélio escamoso na cérvix uterina (RECHER & SREBNIK, 15981). Num

trabalho com lesdes condilomatosas da cérvix uterina e vagina foram
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eatabelecidos os principais padrdes citolégicos dessas lesdes: aiarganienm
celular, anfofilia, disceratose, bt ou multinucleagdo, hipercromasia da
cromatina ¢ halo perinuclear, (MEISELS & FORTIN, 1976, RECHER &
SREBNIK, 1981; BORGES et al, 1986). EVANDER et al (1992), em estudo
de mulheres suecas, cujo Papanicolaou apresentava padrdo citologico do tipo
condilomatoso, inflamatorio ou displdsico, encontraram positividade para o
HPV em 84.2% das amostras submetidas 2 reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). Em um outro estudo de condilomas da cérvix uterina, MEISELS et al
(1979), detectaram particulas virais em iesBes cervicais que apresentavam
atipia coilocitotica. MEISELS et al (1979), HILLS & LAVERTY (1979,
detectaram a presenga de particulas virais agregadas a cromatina nuclear em
lesties cervicais que apresentavam atipia coilocitotica. Estudos ultragstruturais
dos coildcitos mostraram bandeamento dos elementos do citoesqueleto e
glicogénio no halo perinuclear { HILLS & LAVERTY, 1979). Contudo,
somente a analise morfologica ndo permite um diagnostico seguro da infeccio
pelo HPV e outros festes confinmatorios séo desejaveis (OBBARIUS-
KUHLER et al, 1994), SHROYER et al (1990) observaram auséncia de HPY
em células que possuiam os critérios classicos (atipia coilocitotica €
disceratose) da infecgdo viral em lesdes na cérvix uteringa

O papilomavirus humano tém sido associado como agente etioldgico no
chncer cervical { TASE et al, 1989; VAN DEN BRULE et al, 1991; HIGGINS

et al, 1992; PAQ et al, 1991, BINDU & RADHAKRISHNA, 1992; CHEN et
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al, 1993; DUGGAN et al, 1994; FRANCO, 1995). SCHIFFMAN et al (1993),
realizaram um estudo com 500 mutheres portadoras de neoplasia intraepitehal
cervical (CIN) em diferentes graus, estabelecendo os fatores epidemioldgicos
de risco associados a infecciio pelo HPV, O fatores tipicos foram: multiplos
parceiros sexuais, infecgfio pelo Herpes virus, excesso de fumo e alcool,
primeiro intercurso sexual em idade precoce e baixas condigdes socio-
econdmicas (MADEN et al, 1992; SCHIFFMAN et al, 1993). ELUF-NETO et
al (1994}, em um estudo de 199 casos de carcinoma cervical invasivo no
Beasil, concluiram que a presenga do DNA do HPV estd relacionado ao
nimero de parceiros sexuais, idade precoce do primeiro intercurso sexual e
duragio no uso de contraceptivos orais. De fato, num trabalho utilizando a
PCR para a detecgio de HPV, mulheres com mais de 10 parceiros
apresentavam maior porcentagem de infecgio pelo papilomavirus {68,6%),
enquanto aquelas com apenas um parceiro possuiam a infecglo em 21.1% dos

casos estudados (SCHIFFMAN et al, 1993).

6. Infeccio pelo Papilomavirus Humano nos diversos sitios corporais
Os diferentes subtipos de HPV conhecidos infectam sitios corporais
especificos, desenvolvendo lesdes bemignas ou malignas. Esse tropismo  por
determinadas localidades teciduais ainda € pouco conhecido porém, acredita-
se que hajam receptores especificos em células epiteliais e ou fatores

intracelulares predisponentes 2 replicacdo e transcriglio virats { VILLA, 1995},
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Os papilomavirus humanos 6, 11, 16, 18 ¢ 42 estiio associados a lesdes
mucosas, sendo os tipos 6, 11 e 42 encontrados com maior fregiiéncia em
lesBes benignas e o 16/18 em lesdes malignas (DE VILLIERS, 1989), No trato
anogenital, os HPVs considerados de baixo risco sdo também o 6, 11 ¢ 42,
enguattto aqueles ditos de alto risco sdo os tipos 16, 18, 31 e 33 (CHANG et
al, 1990a; CHANG,1990¢; VILLA, 1995},

(s papilomavirss humanos subtipos 5 e 8 estdo frequentemente
relacionados com o cancer de pele, enquanto os subtipos 1 ¢ 2 aparecem
associados a lesdes epiteliais benignas (CHANG, 1990c¢; VILLA, 1995).

No trato respiratorio superior, os HPVs tipo 2, 6, 7, 11, 13,16, 18,30 ¢
37 tém sido detectados em lesdes benignas e malignas, sendo os tipos 11, 16,
18 ¢ 30 encontrados em carcinomas francamente invasivos (CHANG et al,

1990a).

7. Infecgio pelo Papilomavirus Humano no Esofago

O mecanismo de infecgio pelo HPV no esbfago € ainda pouce
conhecido. KOSS (1992), sugere que o HPV seja ativado de sua forma latente
e descarta a possibilidade de transmissdio de pessoa para pessoa. HORDING
et al (1989), detectaram o HPV 11 em lesfo papilomatosa de esdfago e
bronquios ¢ sugerem a transmissdo viral ou como foco secundario, através da
laringe ¢ secregBes bronguicas (via perinatal), ou como foco primarc por

contato oro-genital. SEDLACEK et al (1989), detectaram a presenga de HPV
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na cavidade oral e no liguido amnidtico, indicando um mecanismo de
transmissfio perinatal (intra-Gitero e on transplacentario).

Apesar da substancial quantidade de dados sobre o cancer esofagico
durante os Gltimos tempos, os fatores que ocasionam esta doenga permanecem
ainda desconhecidos (TOH et al, 1992; CHANG et al, 1993b). Observa-se
surpreendente  variagio geografica no mundo, onde a incidéncia €
acentuadamente maior em certas regides da China, Ird ¢ Africa do Sul
{CHANG, 19902, CHANG, 1990b), Dessa forma, tem-se procurado investigar
fatores de risco para o carcinoma epidermoéide de es6fago nas populagGes onde
esta doenga ocorre com maior freqiiéncia. Estudos epidemioldgicos na
populaciio chinesa demonstraram que a ingestao de alimentos condimentados,
dieta pobre em nutrientes, habitos de ingestdo excessiva de dlcool e fumo,
oferecem a estes individuos maior probabilidade de apresentarem céncer de
esdfagp ¢ menor sobrevida (BLOT, 1594 CHENG, 1994). Além desses
fatores, exposigdes ocupacionais & produtos de combusido, radiagio e oulros
irritantes da mucosa esofigica predispdem os individuos ao céncer (BLOT,
1994). Estudos recentes t8m sugerido que a infecgdo pelo HPV 16, 18, 31, 33
e 35 possam ser fator de tisco para o desenvolvimento de carcinoma de
células escamosas do esbfago (SYRJANEN, 1982; JANSON, BAILLE &
POLLOCK, 1991; KULSKI et al, 1990; BENAMOUZIG ¢t al, 1992; CHANG
et al. 1992, CHANG et al 1993a). Porém, esta inferéncia deveria ser melhor

avaliada. Apesar de sua associaglio com o cancer esofagico, os tipos de HPV 6
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¢ 11 tém-se mostrado frequentes em lesdes benignas (CHANG et al, 1990a;
CHANG et al, 1990b; POLITOSKE et al, 1992).

Atualmente, tém-se utilizado reacBes de imuno-histoquimica e
hibridizagio “in sit’” para a detecgio do HPV em lesdes pré-malignas ¢
malignas ( KURMAN, 1981; AMORTEGUL & MEYER, 1990; CHANG et al,
19535, DAS of al, 1993). O método de imuno-histoguimica ¢ util no
diagndstico diferencial dos tumores indiferenciados, porém limitaghes como
interpretagdes errdneas ou problemas com a fixagdo do material podem falsear
o resultado ( VASSALLO, 1993). Para a identificagdo de virus ou outros
microrganismos menores em tecidos fixados, a imuno-histoquimica oferece
uma alternativa factivel. Porém, os anticorpos dirigidos aos antigenos desses
microrganismos sdo incapazes de detectar subtipos virais (BACCHIL, GOWN
& BACCHI, 1994). As reagdes de hibridizagio “in situ”, quer utilizando
sondas biotiniladas ou radioativas, permitem a detecglio de sequéncias de DNA
ou RNA sem alterar a arquitetura do tecido. A despeito da maior sensibilidade
dos métodos radioativos, BURNS et al {(1987), demonstraram que os métados
nfo isotépicos permitem o diagnéstico eficaz de agentes viriais em materiais
fixados ¢ embebidos em parafina. TRONCONE et al (1992} ¢ HERRINGTON
et al {1993}, em estudo de HPVs de alto risco, comentam que a observago da
positividade da reagdo de hibridizagio “in situ” dependem do numero de
cOpias virais e a forma de interagio com 0 genoma celular. HERRINGTON et

al (1993), acreditam que as seqiiéncias virais com padrio de integraco
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fornecem sinal composto, enquanto em seqiiéncias epissomais os sinais ficam
dispersos por todo o nicleo porém, essa correlagiio amnda parece imncerta. No
estfage, venficou-se que o sinal de hibridizagio “in situ” foi menor
comparado ao observado na cérvix uterina, indicando um menor ntmero de

copias em tecido esofagico (CHANG et al, 1993a; CHANG et al, 1593b).
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OBJETIVO

{3 preseate trabalho tem como objetive verificar a presenga do

Papilomavims Humano (HPV) pelos métodos de imuno-histoquimica ¢

hibridizagio “in situ” em bidpsias endoscopicas de esbiago que apresentam

atipia coilocitética em graus variados.
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MATERIAIS E METODOS

1. Casuistica

Foram estudados 49 casos de bidpsias endoscopicas do esdfago fixadas
em formalina 10% e incluidas em parafina, retiradas dos arquivos do
GASTROCENTRO/MC - UNICAMP dos anos de 1992 ¢ 1993 . Constavam
dessa casuistica (TABELA 1) homens, mulberes e criangas com idade
variando de 2 meses a 75 anos e possuindo, na andlise morfologica dos cortes
corados pela hematoxilina/eosina, alteragbes celulares sugestivas de mnfecglo
pelo papilomavirus humano: coilocitose com discariose, hipercromasia
muclear, bi ou multinucleagdo (atipia coilocitotica). Esses casos apresentaram
atipia coilocitéticas intensas ( caso n"4, Figura 1 ¢ Figura 7), moderadas (caso
n°32, Figura 2) e leve a moderadas (caso n° 10, Figura 3). Dois casos sdo

representados por papilomas de mucosa esofageana com atipias coilociiticas

leves{caso n° 3) e discretas{caso n° 6, Figura 4).



imuno-histoquimica e hibridizagio “in situ”.
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TABELA 1. - Relagio dos 49 casos de biopsias endoscopicas de esofago

selecionados para investigagio do Papilomavirus humano por

CASO

BLOCO

SEXO

IDADE

DIAGNOSTICO

1

2007

FEM

2 anos

Atipia coilocitotica
leve {(Coilocitose
difusa com dicariose
leve e rara bi-
nucleacio)

810

MASC

26 anos

Atipia coilocitética
leve ¢ bi-nucleaciio

2596

MASC

27 anos

Papiloma com atipia
coilocitotica leve

636

MASC

34 anos

Atipia coilocitética
intensa

343

FEM

47anos

Atipia coilocitdtica
moderada
{Coilocitose leve,
discariose moderada)

2650

MASC

&3 anos

Atipia cotlocitética
discreta

3735

MASC

30 anosz

Atipia coilocitotica
maoderada difusa

1600

MASC

1 ano & 6 mese

Atipia cotlocitética
leve {coilocitose
difusa com discarios

leve)

1003

MASC

2 meses

Cotlocitose difusa
semn discariose

10

1785

MASC

30 anos

Atipia cotlocitotica
leve a moderada
{Coilocitose difusa
com discariose leve
moderada)

I

Ri2

FEM

38 anos

Atipia coilocitética
moderada

12

2533

MASC

35 anos

Atipia coilocitdtica
moderada

13

2657

MASC

Atipia coilocitdtica
leve e bi-nucleagdo

14

1483

MASC

45 anos

Atipia coilocitética
moderada difusa e
bi-nucleagio
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CASO

BLOCO

SEXO

IDADE

DIAGNOSTICO

15

1080

MASC

Atipia cotlocitética
moderada a intensa
difusa

16

1414

MASC

21 anos

Atipia coilocitotica
leve a moderada
difusa

17

1280

FEM

43 anos

Atipia coilocitotica
leve (Cotlocitose
difusa ¢ discariose
leve)

18

1509

MASC

28 anos

Atipia cotlocitdtica
leve e bi-nucleacio
{coilocitose difusa)

19

2732

FEM

33 anos

Atipia cotlocitética
moderada com
disqueratose
{(Metaplasia
epiderméide atipical
similar a displasia
moderada)

20

64%8B2.B5;B6

21

150

FEM

&0anos

Atipia coilocitdtica
leve difusa

22

220

MASC

65 anos

Atipia coilocitofica
leve

23

1889

MASC

Atipia coilocitdtica
leve (Células
gsparsas)

24

831

Atipia coilocitotica
leve {Cétulas
esparsas}

23

2423

FEM

60 anos

Atipia coilocitotica
leve (Coilocitose
difusa e discariose
leve)

26

3793

FEM

59 anos

Atipia coilocitotica
leve ¢ bi-nucleagio

27

683

MASC

72 anos

Atipia coilocitotica
moderada

28

1619

MASC

49 anos

Atipia cotlocitética
leve

29

3863

MASC

4{) anos

Atipia coitlocitdtica
leve {Céiulas

£Sparsas}
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CASO

BLOCO

SEXO

TDADE

DIAGNOSTICO

30

2675

FEM

75 anos

Atipra cotlocitdtic
leve

3l

1534

FEM

I ano e 10 meses

Atipia cotlocitotic
leve

32

i743

FEM

1§ anos

Atipia collocitotic
moderada

33

344

MASC

39 anos

Atipta cotlocitotic
leve a moderada

34

2002

FEM

8 anos

Atipia coilocitotic
leve (Células
esparsas)

35

3133

MASC

62 anos

Atipia cotlocitotic
leve (Células
¢sparsas)

36

2758

MASC

26 anos

Atipia cotlocitotic
leve ¢ bi-nucleagd
(Coilocirtose
difusa)

37

2522

MASC

28 anos

Atipia cotlocitdtic
leve {Cclulas
esparsas)

38

3186

MASC

7 anos

Atipla collocitotic
leve (Células
esparsas)

39

1673

MASC

29 anos

Atipia cotlocitotic
leve

40

969

MASC

28 anos

Atipia coilociiotic
leve ¢ bi-nucleagd

41

2737

MASC

43 anos

Atipia cotlocitonic
feve {(Coilocitose
difusa)

42

825

MASC

66 anos

Atipia cotlocitétic
leve

43

1242

MASC

Atipia cotlocitotic
leve {Células
ESPATsAs)

44

1167

MASC

33 anos

Atipia coilocitotic
leve

43

2801

FEM

9 meses

Atipra cotlocitotic
leve {Coilocitose
difusa)

46

2499

FEM

T3 anos

Cotlocitose secm
discariose

47

2838

FEM

2 anos

Atipia codoctotic
leve {(Células
¢sparsas)

48

2314

MASC

27 anos

Atipta cotlocitotic
moderada ¢ bi-
nucleacido

44

380

MASC

590 anos

Atipia cotlocitotic
moderada ¢ bi-
nmucleagfo
{Coilocitose

difusa)
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Os blocos foram selecionados, cortados e esses cortes submetidos as
reages de imuno-histoquimica e hibridizagfio “in situ” no Laboratério de

Patologia Experimental - CAISM - UNICAMP.

2. Reagdo de Imuno-histoquimica

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes de 5 um de espessura
e os fragmentos foram aderidos as l4minas de vidro pré-tratadas com solugdo
de organosilano a 2% em acetona (3-aminopropil-trietoxi-silano - SIGMA cod.
A3648- USA). Os cortes permaneceram a temperatura ambiente e foram
colocados em estufa 4 56°C trés dias antes de serem submetidos aos

procedimentos para reagdo de imuno-histoquimica. O material foi submetido a:

2.1. Desparafinacgiio
As laminas sofreram trés banhos em xilol, dois banhos em alcool
absoluto, um banho em alcool 80% , um banho em alcool 50%, lavagem em

agua corrente ¢ passagem em agua destilada.

3.2.2. Inibicfio da peroxidase endogena
Os cortes foram submetidos a um banho em uma solugio 3% de
peréxido de hidrogénio em metanol & temperatura ambiente, lavagem em agua

corrente € passagem em agua destilada.
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2.3. Tampio Citrato pH 6,0
As 18minas foram incubadas em tampdo citrato e levadas ao forno de
microondas, poténcia méaxima (700 W) & temperatura de 70°C por 5 minutos

{2 vezes). Deixar esfriar por 10 minutos.

2.4. Soro Normal

Os cortes foram cobertos com soro de porco, diluigdo 1: 60, (Kit Vector
- USA) e incubados em cimara imida por 20 minutos a temperatura ambiente.
Ap6s o tempo de incubagio, retirou-se o excesso de soro normal sem lavagem

posterior.

2.5, Anticorpos Primario
O Anticorpo policlonal anti-HPV (Biogenex - USA) pronto para o uso
foi colocado sobre as 1dminas a temperatura ambiente em cdmara umida por 2

horas. O excesso de anticorpo priméario foi retirado sem lavagem posterior.
2.6. Lavagem -“phosphate buffer saline” (PBS)
As laminas foram submetidas 2 trés lavagens de 5 minutos cada com

tampdo PBS & temperatura ambiente.

2.7. Anticorpn Secundario
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Foi colocado sobre os cortes o anticorpo biotinilado (anti-
imunoglobulinas de camundongo, coetho e cabra produzidos em porco - Kit
DAKOQO - USA) e incubou-se em cmara imida a tempertura ambiente por 30
minutos. As lAminas foram lavadas 3 vezes com PBS a temperatura ambiente

por 5 minutos cada.

2.8, Complexo Estreptavidina-biotina-peroxidase (S-ABC)
Colocou-se sobre os cortes o complexo 5-ABC e incubou-se em cdmara
tmida por 30 minutos 4 temperatura ambiente. A lavagem das laminas foi

realizada em tampdo PBS.

2.9, 3,3” tetra-hidrocloreto diamino-benzidina (DAB)

As laminas foram mergulhadas no substrato para reagdo
imunoperoxidase, a solugo do cromogeno (DAB - SIGMA D5637 - USA) em
perdxido de hidrogénio até que os cortes tomassem uma coloragdo castanha
clara, observada de forma subjetiva no momento da reagdo. As ldminas foram
lavadas em Agua corrente.

Preparo DAB: 40 mg de DAB em 100ml de tampéo PBS ¢ 40ul de

perdxido de hidrogénio 30%.
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2.10. Contra-coloraciio
As laminas foram submetidas a coloragdo com Hematoxilina de Meyer
por 30 a 60 segundos & temperatura ambiente, lavadas em agua comrente e

passadas em &gua amoniacal.

2.11. Desidratacio ¢ Montagem
As Idminas foram lavadas em trés banhos de alcool absoluto, passadas

em trés banhos de xilol e montadas em resina. A resina utilizada foi Entellan

{Merck, n° 7961).

2.12. Leitura
Considerou-se a reagfio de imuno-histoquimica positiva, quando foi
observada coloraglio acastanhada depositada no nicleo das células ao

microscdpio Optico comunt.



IMUNO-HISTOQUIMICA

COMPLEXO
ESTREPTAVIDINA-
BIOTINA-PEROXIDASE

ANTICORPO
SECUNDARIO
BIOTINILADO

ANTICORPO
PRIMARIO

ANTIGENO
TECIDUAL CELULAS COM NUCLEQ CASTANHO
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3. Reacdo de Hibridizacao “in situ”

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes de 5 um de espessura
¢ dispostos sobre laminas de vidro pré-tratadas com organosilano a 2% em
acetona (3-aminopropil-trietoxi-silano - SIGMA cod. A3648 - USA). O

material foi submetido a:

3.1. Desparafinacio
As laminas contendo os cortes selecionados foram submetidas a dois
banhos sucessivos em xilol, dois banhos em alcool absoluto, um banho em

alcool 70% e agua corrente.

3.2. Digestdao Enzimatica
Submeteu-se as laminas a digestdo enzimatica com proteinase K (20
mg/ml), tampdo TRIS/HCI 1M, CaCl, IM e 4gua destilada q.s.p. 100ml, por

40 minutos a 37°C.

3.3. Tampao Salino Citrato (SSC)
As laminas foram mergulhadas em dois banhos de tampdo SSC duas

vezes concentrado, cinco minutos cada e sob agitagdo constante.
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Solucdo Trabalho (20 vezes concentrado):

Citrato de SO0 ..., 88,23 g
Cloreto' de:Sodi0 «omanmnammansnsmssnngn 175,32 g
Agua destilada q.5.p ...ooovovveeeeeeeeeee, 1000 ml

3.4. Acetilacao

As laminas foram lavadas em trietanolamina 0,1 M por 10 minutos
colocando-se 1 ml de anidrido acético a cada 5 minutos. Em seguida, as
laminas foram lavadas em dois banhos de tampdo SSC duas vezes

concentrado, por 5 minutos cada.

3.5. Desidratacao
Os cortes foram submetidos a banhos sucessivos em alcool 70% e

alcool absoluto por 5 minutos cada e deixadas para secar ao ar.

3.6. Desnaturacéo e Hibridizagao

As sondas biotiniladas obtidas comercialmente (Vira Type in situ Probe
Set - DIGENE Diagnostic Inc. Maryland/USA) 6/11, 16/18 e 31/33/35 foram
colocadas sobre os cortes, cobertos com laminula e submetidos a um
aquecimento em placa por 10 minutos a temperatura entre 93 e 95°C. Em
seguida as laminas foram colocadas em camara pré-resfriada em freezer e

incubadas a 37°C “overnight”, em cdmara umida.



HIBRIDIZACAO "IN SITU"

1. Desnaturacao

B Nicleo
B Sequéncia nucleotidica

B Sonda marcada

2. "Anealling" 3. Hibridizacao




42

3.7. Tampao Salino Citrato (SSC)
Os cortes foram submetidos a um banho em tampdo SSC duas vezes
concentrado, a temperatura de 60°C, quatro banhos em tampdo SSC em

concentragdo de 0,2%, a temperatura ambiente € um banho em tampédo SSC

duas vezes concentrado, a temperatura ambiente, 5 minutos cada.

3.8. Anticorpo anti-biotina

As laminas foram cobertas com anticorpo anti-biotina (cod.
M743/1ml/DAKO - USA), dilui¢do 1/20 em PBS com azida e incubadas por 1
hora 4 temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas em trés banhos de

tampdo PBS por 5 minutos cada.

3.9. Anticorpo secundario

As laminas foram incubadas em anticorpo secundario biotinilado (anti-
imunoglobulinas de camundongo, coelho e cabra produzidas em porco-
cod.E453/1mlI/DAKO - USA), diluigdo 1/50 em Tris/HCL 0,05N, por 30
minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em trés banhos de

tampao PBS decorridos os 30 minutos de incubagao.
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3.10. Complexo Estreptavidina-biotina-peroxidase (S-ABC)
As laminas foram incubadas com o complexo S-ABC (cod.

K0377A;K0377B/1ml/DAKO - USA), diluigdo de 1/150 em TRIS/HCI 0,05N,

por 2 horas a 37°C e mergulhadas em PBS, decorrido o tempo de incubagao.

3.11. 3,3”-tetra-hidrocloreto-diamino-benzidina (DAB)
Os cortes foram colocados em solug@o com 40 mg de DAB (cod. D5637
- SIGMA - USA) em 100 ml de PBS e acrescentar, 40 pl de peréxido de

hidrogénio 3% até observagdo de coloragdo acastanhada clara visivel.

3.12. Contra-coloracao desidratacdo e montagem.
As 1aminas foram contra-coradas com hematoxilina de Meyer (30 a 60
segundos), desidratadas em trés banhos de alcool e trés banhos de xilol e

montadas em resina. A resina utilizada foi a Entellan ( Merck cod.7961).

3.13. Leitura
Foram considerados positivos para a presenga de sequéncias
nucleotidicas homologas ao virus HPV, os cortes que apresentassem coloragio

acastanhada no nucleo das células ao microscopio optico comum.
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3.14. Controles

Para as reagdes de imunohistoguimica e de hibridizacdo “in sity” foram
utilizados controles positivos, constituindo de casos previamente conhecidos
como reativos com os anticorpos ¢ sondas utilizadas, em material fixado em
formalina & 10% e incluidos em parafina. As reagdes executadas foram
devidamente padronizadas ¢, em particular, para o método de hibridizagfo “in
sitw”, foram testados os melhores tempos de digestio, concentragiio da enzima

e temperatura de aquecimento da placa.
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RESULTADOS

A lettura dos 49 casos mostrou-se negativa (Figuras 8 ¢ 9) com
controles positivos de forte sinal (Figuras 5 e 6), 0 que nos garante a correta
execugiio das metodologias propostas.

Alguns dos 49 casos em estudo suscitaram interpretagdes duvidosas,
entretanfo, 0s controles positivos apresentavam forte sinal para ambos os
métodos, Para os cortes com positividade suspeita, necessitou-se executar
algumas repeticdes a fim de evitar-se inferpretagbes ecrrOneas. Nessas

repetiges, utilizamos novos controles para garantir a eficiéncia das reagdes.
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Figura 1. - Caso n° 4. Mucosa esofageana com atipia cotlocitdtica intensa (HE,

x200).
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Figura 2. - Caso n° 32. Mucosa esofageana com afipia coilocitética moderada

e bi-nucleacio (HE, x100).
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Figura 3. - Caso n® 10. Mucosa esofageana com coilocitose leve a moderada

(HE, x100).
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Figara 4. - Caso n° 6 - Papiloma da mucosa esofageana mostrando atipia

coilocitotica em poucas células (HE, x100).




Figura 5. - Controle Positivo da Reagdo de Imuno-histoquimica (x 400).
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Figura 6. - Controle Positivo da Reagao de Hibridizagao “i

sonda controle positvo (x 400).



Figura 7. - Caso n° 4. Mucosa Esofageana com atipia coilocitotica intensa

(HE, x400)



Figura 9. - Caso n° 4. Reagio de hibridizagao in situ negativa em biopsia

endoscopica de esofago (x400).



Figura 8. - Caso n° 4. Reagdo de imno-histoquimica

endoscopica de esofago (x400)
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DISCUSSAO

1. Atipia coilocitdtica e o Papilomavirus humano

As atipias coilocitoticas tém sido alvo de varios estudos, em particular
no colo do 1tero, ¢ correlacionadas com infecgiio pelo papilomavirus humano
(HPV). O termo atipia coilocitotica foi primeiro proposto por KOSS &
DURFEE em 1956 para designar alteracdes do epitélio escamoso da cérvix
uterina, cujas células possuiam nicleo pequeno, irregular e hipercromatico,
circundado por um halo citoplasmatico claro. MEISELS & FORTIN (1976),
analisando les@es intraepiteliais cervicais e vaginais, propuseram padrdes
celulares para os condilomas: bt e multinucleaglo, hipercromasia da
cromatina, anfofilia, disceratose ¢ halo perinuclear. Quanto a caracteristica
vacuolizaciio desses elementos celulares, tais autores denominaram-nas de
células “balonizadas”, considerando esse critério como patognoménico dos
condilomas cervicais.

Nota-se, entdo, o interesse no meio cientifico em explicar o contefido
das areas citoplasmdticas mais claras, bem como, o agente causal dessas
alteracBes. RECHER & SREBNIK (1981), em estudo de bidpsias cervicais
com atipias coilocitéticas, utilizaram a reag@o de PAS e PAS com diastase para
verificar o contefido de glicogénio nos coildcitos. Esses autores concluiram

que as células coilocitoticas possuiam menor deposito de glicogénio localizado
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nas porgdes citoplasmaticas mais densas e raramente nos espagos vacuolares.
OKAGAKI et al {1978), em estudo por microscopia eletrbénica de oito casos de
displasias e atipias reativas com coilocitose, verificaram que tais células
possuiam bandas de tonofilamentos condensados grosseiramente nas porgdes
cifoplasmaticas mais externas; as areas claras adjacentes apresentavam poucos
ribossomos e menor contetido glicogénico. Essas alteragdes celulares tem sido
consideradas como lesGes induzidas por virus (AYRE, 1960). Alguns
trabalhos em microscopia eletrdnica demonstraram particulas virais de 40 a 50
nm de didmetro , dispersas no nucleo de células superficiais com cromatina
mais condensada e membrana nuclear irregular (HILLS & LAVERTY,1979;
CASAS-CORDERO et al, 1981). Esses virus estavam espalhados de forma
esparsa no nucleoplasma independente da cromatina (HILLS & LAVERTY,
1979). Em relagdo aos componentes citoplasmaticos observados a microscopia
eletrdnica, verificou-se perda parcial ou completa, algumas vezes apresentando
poucas organelas, material granular, ftransparente e homoglneo e
tonofilamentos bandeados na periferia celular (OKAGAKI et al, 1978; HILLS

& LAVERTY, 1979; CASAS-CORDERO et al, 1981).

2. Papilomavirus humano e o citoesqueleto
Para o maior entendimento da participagdo viral no processo de
bandeamento do citoesqueleto, foram realizados alguns trabalhos utilizando

seqiiéncias dos diferentes tipos de HPV expressas em plasmidios e cultivadas
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em cultura de células.(NASSERI et al, 1987, ROMANI, ABRAMSON &
STEINBERG, 1987, DOORBAR et al, 1991; ROBERTS et al, 1993).
ALBERS & FUCHS (1989), estudando a expressdio de mutantes com delegiio
do ¢cDNA de citoqueratina K14 do tipo 1 em cultura de células notaram que a
auséncia da porgio carboxi-terminal resultava no agrupamento desses
filamentos na periferia citoplasmatica, enquanto a auséncia da por¢do amino-
terminal produzia agregados de citoqueratina na superficie nuclear. Pode-se
inferir, dessa forma, que a alteragio molecular dos filamentos intermedirios
possam interfirir em seu alongamentc do nfcleo al¢ a membrana
citoplasmatica (ALBERS & FUCHS, 1989). Torna-se possivel supor que os
transcritos virais E1/E4 lignem-se a porgfio carboxi~terminal dos filamentos de
citoqueratina, impedindo o alongamento dos mesmos, que ficam, entdo,
agrupados na periferia citoplasmatica. DOORBAR et al (1991), em estudo de
proteina “spliced” E1"E4 de HPV 16 em cultura de queratindcitos mostraram
que embora o mecanismo de ligagio entre proteina E4 e citoqueratinas ainda
seja desconhecido, essa interagdo promove o colapso da rede de queratina sem
interferir com as demais estruturas do citoesqueleto, Essa condensagiio de
filamentos de citoqueratina poderia ser uma adaptagdio viral que ao infectar
células menos comeificadas teriam maior chance de permanéncia nesse
epitétio { DOORBAR, CONERON & GALLIMORE, 1989). Assim, o virus
codificaria a proteina E4, cuja interagio com elementos do citoesqueleto,

essencialmente as citoqueratinas, promoveria mudangas na distribuiglo,
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composigio ¢ diferenciagfo desses filamentos intermediarios, alterando a
estrufura do citoesqueleto { ROMANI, ABRAMSON & STEINBERG, 1987,

ROBERTS et al, 1993),

3. Epidemiologia do ciincer esofagico

Vérios estudos moleculares e histoldgicos tém demonstrado diferente
distribui¢io do HPV de acordo com as diferencas geograficas efou
sensibilidade do métode de detecgio (BINDU & RADHAKRISHNA, 1992). O
carcinoma epidermoide de esdfago tem interessante distribuigfo geografica,
localizada a noroeste do Ird, nordeste da China, entre os chineses de Singapura
e no sudeste da Africa { MAHBOUBI & ARAMESH, 1980; KOSS, 1992;
BLOT, 1994; CHENG, 1994). Os fatores de risco para o cincer esofagico sfo:
excesso de alcool e fumo, deficiéneia vitaminica e habitos alimentares
agressores da mucosa { MAHBOUBI & ARAMESH, 1980; BLOT, 1994;
CHENG, 1994; STEMMERMANN et al, 1994). Quanto & distribuigéo
geografica peculiar, a associaglo entre diferentes agentes causais € uma
predisposigio genética poderiam ser responsiveis pelas vanagdes regionais ¢
alteragdes genéticas moleculares do céncer esofagico (STEMMERMANN et
al, 1994). No Irdi, o hébito do uso de dpio como medicamento, a ingestio de
chd em temperatura elevada, a deficiéncia vitaminica devido a uma
alimentacfio a base de pdo feito em casa sdo fatores tipicos da alta incidéncia

de carcinomas de esdfago nesta regiio (MAHBOUBI & ARAMESH, 1980).



60

Entre a populagdo chinesa, o habito de beber Samsu (tipo de liquor chinés),
ingerir “pickles” e comida mofada favorecem o desenvolvimento do céncer
esofdgico (CHENG, 1994). Esses alimentos contaminados por fungos,
Fusarium, Geotrichum, Aspergillus e outros, contribuiriam para a
decomposigdo das proteinas e a formagio de nifratos, nitritos e nitrosaminas,
as quais possuem carater carcinogénico no trato gastrointestinal ( MINGXIN,
PING & BAORONG, 1980). Nos Estados Unidos, 0os maiores determinantes
do carcinoma epidermoide do esdfago sdo o excesso de alcool e fumo (BLOT,
1994). Fatores genéticos podem estar associados aos fatores epidemiologicos
de risco no desenvolvimento do cincer de esbfago. A expressfo de oncogenes
relacionados 2 fatores de crescimento, produtos de proto-oncogenes ras e
super expressdo de receptores do fator de crescimento epitelial (EGFR) podem

induzir a progressdo ¢ a clonalidade do carcinoma epiderméide esofégico

(STEMMERMANN et al, 1994).

4, Cancer esofagico e o Papilomavirus hamano

Entre os fatores de risco, o HPV tem sido considerado de grande
relevincia no desenvolvimento do céncer na mucosa esofagica (ODZE et al,
1993; CHEN, HONG & DHURANDHAR, 1994). Os conhecimentos da
interacdo entre os produtos virais e do gene celular na carcinogénese tém
alterado o concetto sobre o comportamento ¢ a patogénese das lesdes causadas

pelo HPV (BINDU & RADHAKRISHNA, 1992). O ponto central da
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sobrevivéncia infracelular do HPV esta no padrio de integragdo do DNA viral
aos cromossomos do hospedeiro (ZUR HAUSEN, 1989). Em trabatho com
transformagio celular pelo BPV-1 (papillomavirus bovino), o mecanismo de
transformagio nfio foi elucidado porém, a presenga continua do genoma viral
inserido ao genoma celular parece necessério para a manutencio do estado
transformado ( HOWLEY, 1983). Hoje em dia estd claro, que o padriio de
integragdo dos HPVs ditos de alto risco, levam a alterages de certos eventos
protetores de transformagdo maligna durante o ciclo celular (VILLA, 1995),
ZUR HAUSEN (1989), propds um modelo da interagfio virus/hospedeiro em
células normais ¢ malignas. Nas células normais ndo infectadas pelo HPV,
fatores humorais combinar-se-iam a receptores especificos, ativando genes
celulares, cujos transcritos impediriam a aglo dos fatores transformantes
virais. Por outro lado, nas células carcinomatosas, tais fatores humorais ndo
teriam agiio sobre os genes (auséncia de receptores ou receptores previamente
ocupados), nio permitindo a produgdo de transcritos protetores e por
conseguinte os fatores de transformag#io viral poderiam atuar. Nos
experimentos em cultura de células, observou-se que os fatores transformantes
estavam rtelacionados as proteinas E6 e E7 do Papilomavirus Humano (
SMOTKIN & WETTSTEIN, 1987, HAWLEY-NELSON et al, 1989
MUNGER et al, 1989; WERNESS, LEVINE & HOWLEY, 19%0;
HUBREGTSE, SCHEFFNER & HOWLEY, 1991; TOMMASINO &

CRAWFORD, 1995). Entretanto, os mecanismos pelos quais 0s transcritos
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virais transformantes atuam na malignizagio celular ainda estio sob
investigacdo. As regifies E6 e E7 do HPV 16 transfectada em queratindcitos
induzem a imortalizagdo ¢ geragio de aneuploidia celular devido a introdugio
do DNA exdgeno ao genoma dessas células (HAWLEY-NELSON et al, 1989,
VILLA, 1995). SMOTKIN & WETTSTEIN (1987), em trabalho com
transcritos E6 e E7 do HPV 16 em células CaSKi e SiHa concluiram que F6
seria capaz de transformar células na auséncia de E7 porém, far-se-iam
necessarios ambos os transcritos (E6/E7) para a progressio do estado maligno
em hospedeiro natural. Esses transcritos estariam também relacionados com a
proliferagdo de células basais dos epitélios infectados pelo HPV (WERNESS,
LEVINE & HOWLEY, 1990). TOMMASINO & CRAWFORD (1995), em
estudo das regides E6 e E7 em cultura de células, concluiram que as proteinas
codificadas por esses genes interagiriam com, respectivamente, proteinas
celulares p53 e da familia Rb. A proteina E7 associada a Rb, induziria o
aumento da sitese do DNA celular ¢ consequente perda da fidelidade de
duplicagiio. A associagio das proteinas E6 e p53, resultaria na degradagiio
dessa tltima, mmpedindo o reparo do DNA e morte celulares (TOMMASINO

& CRAWFORD, 1995).
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3. Métodos de deteccio do Papilomavirus humano

Métodos laboratoriais, como a imuno-histoquimica, hibridizagéio de
acidos nucleicos e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), tém permitido o
proficuo diagndstico das infecgBes pelo HPV.

A imuno-histoquimica é atualmente uma técnica muito empregada, com
aplicagiio relevante na confirmagio da presenca de microrganismos (MYERS
1, 1989). Para o diagnéstico do papilomavirus humano, a utiliza¢do do metodo
da imunoperoxidase tém tornado possivel a detecgdo do antigeno viral género-
especifico em tecidos ( KURMAN et al, 1981), onde os sistemas do complexo
avidina-biotina (ABC) ou estreptavidina-biotina (S-ABC) possuem maior
sensibilidade e menor coloragdo de fundo, quando corparado ao método
peroxidase-antiperoxidase (HSU, RAINE & FANGER, 1981; FENOGLIO-
PREISER, WOLF & RILKE, 1992). Um fato importante € a relativa
simplicidade de execugdo da imuno-histoquimica, garantindo ao
anatomopatologista a associago das alteragdes teciduais ao agente causal no
mesmo mesmo corte histolégico (VASSALLO, 1993). Contudo, os processos
de fixaglio ¢ desparafinagio podem ser fatores limitantes da sensibilidade do
método. A fixagio ¢ de extrema importancia na preservago de determinantes
antigénicos ¢ varidvel para cada um deles (ALVES et al, 1992). Os fixadores,
formalina ¢ ctanol,. siio capazes de preservar a morfologia celular, mas nio
podem manter a imunoreatividade antigénica ideal (MYERS, 1989,

FENOGLIO-PREISER, WOLF & RILKE, 1992). Em nosso trabalho, o tempo
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de fixaclio e ou o fixador utilizado pode ter interfirido na imunoreatividade do
antigeno do HPV, impossibilitando-nos a sua detecgio pelo método imuno-
histoguimico. Os resultados negativos para imuno-histoquimica podem estar
relacionados com a expressfo antigénica. ALVES et al (1988) ¢ CAVALIERI
et al (1990), em estudo de codilomas uterinos, sugerem que a auséneia de
imunoreatividade possa estar associada as fases da infeccio com diferentes
expressfes antigénicas. Em fase inicial de infecgfo, haveria multiplicagdo viral
ativa, com maior quantidade de antigenos, enquanto nas infecgdes persistentes
ocorreria menor quantidade antigénica devido a baixa infectividade on
mtegracio viral (ALVES et al, 1988). Com relagio aos nossos resultados,
poder-se-ia supor que nas lesbes esofégicas analisadas havia baixa expressdo
antigénica em decorréncia de uma multiplicagdo viral menos acentuada.

Dentre as técnicas de hibridizagio de acidos nucleicos, a hibridizagio
“in situ” tém-se mostrado eficaz na detecgio de seqiiéncias nucleotidicas de
HPV em conjunto com a andlise histologica do material investigado
(SCHNEIDER ¢t al, 1987; OSTROW et al, 1987, STOLER, 1993). As
técrucas de hibridizagiio em suportes solidos, apesar de sensiveis, rapidas e
baratas, necessitam da extragio do DNA c¢elular para o diagnostico
(MEINKOTH & WHAL, 1984; RAKOCZY et al, 1990; MOSCICKI, 1993).
Parece evidente que a mator vantagem da hibridizacio “in situ”é a facilidade
da localizag@o de um sinal de determinado microrganismo, permitindo anélise

célnla por célula (STOLER, 1993). No estudo por nés realizado, foi utilizado
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um kit comercial (Vira Type in situ HPV probe set - DIGENE), cujas sondas
eram biotiniladas. SYRJANEN et al (1990), avaliando a sensibilidade do
mesmo kit, em comparagio com o dot blot, concluem que esse possui forte
sinal porém, com tendéncia a resultados falsos positivos. FAULKNER-JONES
et al (1990) obtiveram sinal positivo para HPV 16 e 18, utilizando o mesmo kit
em células CaSKi e HeLa. Fsses autores detectaram 500 a 600 copias de HPV
16 e cerca de 10 a 50 copias de HPV 18, sendo o sinal positivo mais fraco em
células Hela. As sondas ndo radicativas tém sensibilidade igual ou superior
Aquelas marcadas com enxofre radicativo (© 8), com uma capacidade de
detecgdio em torno de 800 copias virais (SYRJANEN et al, 1988; COLLINS et
al, 1988; CUBIE & NORVAIL, 1989; NUOVO & RICHART, 1989). Outro
aspecto relevante € seu custo financeiro reduzido em comparagdo as sondas
radiotivas (LEWIS et al, 1987, CUBIE & NORVAL, 1989; CLAVEL et al,
1991). Os kits comerciais disponiveis no mercado possuem sensibilidade e
especificidade adequadas, possibilitando confiavel detecgdo e tipagem do HPV
emn espécimes clinicos (AMORTEGUI & MEYER, 1990; CHIMERA et al,
1991: BARTHOLOMA, ADELSON & FORBES, 1991). GERGELY,
CZEGLEDY & HERNADY (1987), analisando 42 esfregagos de colo uterino
normais & coloragfio de Papanicolaou encontraram positividade de 57% para
HPV 6, 11, 16, 18, através do método de hibridizag8o “in situ”, resultado este
surpreendente para tecidos considerados mormais. O processo de fixaglo

também é importante para a sensibilidade do método de hibridizago “in situ”.
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MOENCH et al {(1985), analisando a eficiéncia da hibridizac8o “in situ” com
sondas radioativas, em fun¢fo da técnica de fixacfo, concluiram a maior
eficacia da fixag8o pela formalina tamponada e paraformaldeido-glutaraldeido
na amplificagfio do sinal viral detectavel por este método.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR), capaz de amplificar
sequéncias de DNA especificas, tem sido considerada o método mais sensivel
para a detecgo dos tipos de HPV ainda desconhecidos (SHIBATA,
ARNHEIM & MARTIN, 1988; CHARLOTTE et al, 1991; MANOS et al,
1989). CAUSSY et al (1990) em estudo com 92 homossexuais portadores do
virus HIV, obtiveram positividade pela PCR para os HPVs 6, 11, 16, 18, 31,
33 e 35 em 35 casos com citologia anal normal. Com o método da PCR,
tornou-se possivel a detecgdo de quantidades de HPV entre 0,035 a 3,5 copias
por célula em 100 ng de DNA fornecido, possuindo uma sensibilidade
superior e maior facilidade de execugfo que o southern blot (SNIDJERS et al,
1990). Além disso, a tipagem do HPV pela PCR pode ser uma ferramenta 4til
na distingdo entre lesOes cervicais de alto e baixo grau (DALLAS et al, 1989;
TIDY, MASON & FARRELL, 1989, YOSHIKAWA et al, 1990;
CORNELISSEN et al, 1992). Devido a sua alta sensibilidade, a PCR nfio
executado de maneira criteriosa permite amplificagdes contaminates
indesejaveis, em especial quando se trata de espécimes clinicos, pois estes
contém uma variedade de seqiiéncias nucleotidicas outras que aquela

investigada. Entretanto, sua utilizacdo cuidadosa fornece o diagndstico do
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HPV de modo sensivel e valido (SCHIFFMAN et al, 1991). BINNINGER et al
(1992}, estudando sessenta casos de condilomas cervicais, estabeleceram boa
correlagdo entre os casos positivos por hibridizagio “ in situ” (HIS) e PCR,

sendo que 35% dos casos negativos por HIS foram positivos pela PCR.

6. O Papilomavirus humano na laringe

O Papilomavirus Humano tem sido demonstrado em vérios sitios
corporais, ¢ alguns trabalhos demonstram a positividade viral em mucosas do
trato gastrointestinal. Em papilomatoses ¢ carcinoma de células escamosas de
laringe, os tipos virais mais comuns sdo o 6 e 11 (TERRY et al, 1987;
LINDENBERG et al, 1989; TSUTSUMI et al, 1989; QUINEY et al, 1989;
LEVI et al, 1989; CAUSSY et al, 1990; WRIGHT et al, 1990; HOSHIKAWA
et al, 1990, MORGAN et al, 1991; BARNES et al, 1991; POPPER et al,
1992}. Porém, foram detectados HPVs do tipo 16, 30 e 33 associados & tecidos
tumorais de laringe (KAHN, SCHWARZ & ZUR HAUSEN, 1986;
HOSHIKAWA et al, 1990; MORGAN et al, 1991; POPPER et al, 1992). Dos
métodos empregados no estudo do HPV em laringe, a hibridizaciio “in situ” e
a PCR t€m-se¢ mostrado ferramentas mais eficazes na detecgdo e tipagem
virais. LEVI et al (1989), em estudo com papilomatose de laringe em adultos,
demonstraram positividade para HPV 6 ¢ 11 por PCR em 7 casos onde a
hibridizagdo “in situ” e a imuno-histoquimica mostraram-se negativas. Nesse

trabalho, a positividade do HPV nas amostras analisadas por PCR foi de
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100%. A imuno-histoquimica, apesar de apresentar menor sensibilidade,
contribui como auxilio diagnéstico do HPV em laringe (TSUTSUMI et al,
1989; LEVI et al, 1989), LINDENBERG et al (1989), nfio foram capazes de
detectar o HPV em 14 amostras analisadas por Imuno-histoquimica e
obtiveram positividade para HPV 11 por hibridizagdo “in situ” em apenas 2
casos. TSUTSUMI et al (1989), atribuiram uma baixa positividade as reagdes
de imuno-histoquimica ¢ a faléncia da reagio de hibridizagdo “in situ” em
alguns casos. Esses autores aventam a possibilidade de que na laringe haja
pequena expressdo do gene tardio, baixa antigenicidade do capsidio viral,
niveis diminutos de DNA do HPV e ou baixa sensibilidade do método de

hibridizacdo “in situ” devido ao baixo conteiido gendmico do virus.

7. O Papilomavirus humano no esdfago

No esbfago, alguns trabalhos tém relacionado os HPVs 6, 11,16 e 18
como os tipos mais frequentes em leses benignas e malignas. Em estudos com
papiloma de células escamosas e carcinoma esofagicos, observou-se a
negatividade ou a baixa positividade antigénica do HPV analisada por imuno-
histoquimica (SYRJANEN et al, 1982; WINKLER et al, 1985; KULSKI et al,
1986). A detecgfio do HPV por hibridizagdo “in situ” no eséfago tem-se
mostrado varidvel, estando presente nesse epitélio entre 4 a 72% dos casos
estadados (CHANG et al, 1990a; CHANG et al, 1990b; CHANG et al, 1992;

BENAMOUZIG et al, 1992; CHANG et al, 1993b; CHANG, SYRJIANEN &
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SYRJANEN K, 1993a; FURIHATA et al, 1993; CARR et al, 1994). Em
analise de lesbes benignas de esdfago por hibridizagio “in sity”, alguns
trabalhos relatam a auséncia do DNA viral nas amostras estudadas (CHANG et
al, 1991; CARVALHO, FIGUEIREDO & SOUZA, 1995). CARR et al (1994),
encontaram positividade de 4,34% nas 23 lesdes bemignas analisadas por
hibridizagdio “in sttu” ¢ PCR. Outros autores sugerem uma alta positividade
(58,3%) em tecidos hiperplasicos e displasicos (CHANG et al, 1990a;
CHANG et al, 1992). Nessas lesdes benignas, os tipos 6 ¢ 11 aparecem com
maior freqiiéncia porém, os tipos 16 ¢ 18 podem também ocorrer nas mesmas
(CHANG et al, 1990a; CHANG et al, 1992; CARR et al, 1994). Esse fato
evidencia talvez a necessidade de acompanhamento dos individuos portadores
de lesBes bemignas infectados pelos HPVs 16 e 18. Nas lesGes malignas
esofagicas, a positividade para o DNA do HPV variou de 17,5 a 33.8%
{(BENAMOUZIG et al, 1992; CHANG et al, 1993a; CHANG et al, 1993b;
FURIHATA et al, 1993). KULSKI & DEMETER (1986) ¢ LOKE et al (1990),
nio obtiveram positividade para ¢ HPV por hibridizagio “in sity” ao
analisarem carcinomas de células escamosas de esdfago. Os tipos de HPV
considerados mais freqiientes em lesdes malignas s8o o 16 e 18. Entretanto,
alguns trabalhos detectaram o tipo 30 em carcinomas de esbfago, sugerindo
que o epitélio esofigico possa ser o foco primario para esse tipo viral.
{CHANG et al, 1993a; CHANG et al, 1993b). BENAMOUZIG et al (1992),

em estudo de 12 casos de carcinoma de células escamosas do esdfago,
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detectaram a presenga do HPV por hibridizagio “in situ” em apenas 2
amostras. Nesse trabalho, os autores sugerem a co-participagio do HPV no
desenvolvimento das lesfes esofagicas em intima associacdo a outros fatores
de risco. CARR et al (1994), ao analisarem por PCR e hibridizagfio “in sity”
23 lesBes esofagicas do tipo papilomatoso verificaram a presenca do DNA
viral, por ambos os métodos, em somente um caso. Os autores sugerem a
interferéncia da fixagfo e ou idade dos blocos na detecgdo do HPV pela PCR ¢
concluem que a coilocitose e oufras alteragles do epitélio esofigico possam
estar relacionados aos mecanismos de lesdo e reparo teciduais e, somente em
ultima instincia, poderiam ser de origem viral. No presente estudo, nfo nos foi
possivel a detecgio do HPV pelos métodos propostos e tais resultados sfo
coerentes com alguns trabalhos da literatura (LOKE et al, 1990; CHANG et al,
1991). CARVALHO & FIGUEIREDO (1995), em estudo de 37 casos de
papiloma de células escamosas de eséfago por hibridiza¢fio “in sity” com
sondas comerciais (Vira Type OMINE PROBE) 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42,
43, 44, 45, 51, 52 ¢ 56, ndo puderam detectar o virus em nehuma das amostras.
Os autores apontam a auséncia do HPV nessas lesdes para o baixo nimero de
copias virais ou a destruicio de seu DNA no processamento histoldgico.
Nestes experimentos, os autores ndo puderam determinar a presenga do HPV
em lesbes esofagicas benignas ¢ malignas, utilizando os métodos da PCR e
hibridizagdo “in situ”, No trabalho de CARR et al (1994), os autores nfio

puderam detectar 0 DNA do HPV pela PCR. Devido ao método da PCR ser
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capaz de detectar baixo nimero de copias virais, esses autores concluem que o
HPV possa n#o ser o responsavel pelas alterages celulares no esoéfago. Cabe-
nos ressaltar, que muito embora nossas amostras tenham -se mostrado
negativas pela imuno-histoguimica e hibridizacfo “in situ”, os controles
positivos apresentaram forte sinal, evidenciando o comreto desenvolvimento
das metodologias em questio.

Por fim, a confirmacio da auséncia de HPV em novo material merece a
utilizagdo posterior da técnica mais sensivel da PCR. No que nos foi possivel
averiguar com os presentes métodos, a auséncia de HPV em esdfago com

atipias coilocitdticas pode dever-se a:

1) baixa expressdo antigénica e ou a um pequeno numero de copias virais.
Assim, os HPVs em estudo talvez nfo puderam ser detectados pelos

metodos propostos;

2) os tipos de HPV estudados poderiam nfo corresponder aqueles prevalentes
no esdfago, e se isso for verdadeiro ndo foi possivel detectd-los pelo

método de hibridizacfo “in sity” com as sondas utilizadas.

3) as atipias coilocitéticas no esbfago poderiam nfo ser devidas 4 infecglio
pelo HPV, podendo ser uma manifestacdio reacional do epitelio pelos

mecanismos de lesfio e reparo teciduats.
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