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RESUMO

O virus do papiloma humano (HPV) tem sido considerade como um possivel agente carcinogénico
na laringe. A freqiiéncia de detecgdio de DNA do HPV, nesse tumor, varia de 5 a 90%. Tal
variabilidade, provavelmente, esta relacionada 2 fatores técnicos, metodologicos e geograficos. A
freqiiéncia de associagio do HPV com carcinomas da laringe, em nosso meio, ainda nio foi
determinada e existemn raros raros trabalhos pesquisando esse virus em lesSes pré-cancerosas dessa
regidio. Estudamos 65 bidpsias ou pegas cirirgicas de laringe (45 carcinomas epidermoéides ¢ 20
lesBes displasicas) do arquivo de patologia cirirgica do Departamento de Anatomia Patoldgica da
FCM- UNICAMP. As biopsias/pegas foram fixadas em formalina a 10% e incluidas em parafina. A
presenga de DNA do HPV foi investigada pela técnica da hibridizagio "in situ" com amplificagio do
sinal, utilizando-se sondas biotiniladas de DNA (DAKO) especificas para os tipos 6/11, 16/18,
31/33 e Wide Spectrum (6, 11, 16, 30, 31, 33, 45, 51 e 52). O DNA do HPV foi identificado em 7
casos (10,7%): 4 (8,8%) carcinomas epidermoides e 3 (15%) displasias epiteliais {01 caso de
displasia moderada e 02 casos de displasia grave/carcinoma "in situ"). Os carcinomas epidermoéides
foram positivos para os tipos 6/11 e 16/18 em 2 casos e apenas para a sonda Wide Spectrum em
outros 02 casos. A displasia moderada foi positiva para o tipo 16/18, enquanto os 2 casos de
carcinoma "in situ” mostraram positividade para as sondas 6/11 ¢ Wide Spectrum respectivamente.
Todos os casos apresentaram raros a varios ntcleos corados com intensidade variando de leve a
moderada. Néo houve relagio entre a presenga de alteragdes morfoldgicas associadas ao HPV (atipia
coilocitotica) e a positividade para o DNA viral, pela hibridizagio "in situ". Concluimos, que a baixa
fregiiéncia de detecgdo do HPV observada ndio favorece uma relag@o etioldgica entre esse virus ¢ as

lesdes pré-cancerosas e o carcinoma laringeo, na populagiio estudada.



SUMMARY

Human papillomavirus (HPV) has been proposed as a potential etiologic factor for squamous cell
carcinoma of the larynx. In the literature, HPV DNA detection in this tumor ranges from 5 to 90%,
probably due to technical and geographical reasons. The incidence of HPV in laryngeal carcinomas
in Brazil has not been investigated and there are only few studies of laryngeal dysplastic lesions. We
examined the presence of HPV DNA in 45 glottic squamous cell carcinomas and in 20 dysplastic
lesions using in sitn hybridization in paraffin sections. Hybndization was performed with
biotinylated DNA probes (DAKOQ) for HPV 6/11, 16/18, 31/33 and Wide Spectrum (6, 11, 16, 30,
31, 33, 45, 51 ¢ 52). DNA HPV was found in 7 cases (10.7%): 4 (8.8%) invasive carcinomas and 3
(15%) squamous dysplasias (1 moderate dysplasia and 2 severe dysplasia/ "in situ” carcinoma). Two
cases of invasive carcinomas were positive for both HPV 6/11 and 16/18 and another 2 only with
Wide Spectrum probe. The 3 cases of dysplasia showed posttivity for types 16/18 (1 case of
moderate dysplasia), 6/11(1 case of severe dysplasia) and Wide Spectrum only (1 case of severe
dysplasia). In all cases there was small to moderate mimber of positive cells and intensity of nuclear
staining was usually mild. Morphological signs associated with HPV infection (koilocytotic atypia)
were not related to the presence of viral DNA detected by in situ hibridization. In conclusion, the
low incidence of HPV DNA in dysplastic and carcinomatous lesions suggests that HPV probably

plays little, if any role in laryngeal carcinogenesis among Brazilian population.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma epidermdide ¢ a neoplasia mais freqilente da laringe (BARNES &
JOHNSON, 1986, MICHAELS, 1987a; KOUFMAN & BURKE, 1997), ocorrendo
predominantemente em homens, entre a sexta e sétima décadas de vida Ele é geralmente
precedido pelas displasias epitehiais de alto grau, que sdo consideradas lesdes pré-cancerosas
{GILLIS et al, 1983; CRISSMAN, 1987; MICHAELS, 1987a; KAMBIK, 1997).

O fumo e o élcool sfio fatores epidemiolégicos fortemente associados ao
carcinoma epidermoéide e lesdes displasicas da laringe, havendo inclusive uma relacio direta
entre a intensidade e duraciio desses habitos e a freqiiéncia dessas lesdes (BARNES &
JOHNSON, 1986; DE STEFANI et al, 1987, MICHAELS, 1987a; BLITZER, 1988, BROWN et
al, 1988; FALK et al, 1989; MUSCAT & WYNDER, 1992; VOKES et al, 1993; HART, 1997,
KOUFMAN & BURKE, 1997, TRIZNA & SCHANTZ, 1997).

Além desses fatores, o virus do papiloma humane (HPV), também tem sido
considerado, por varios autores, como um possivel agente carcinogénico na laringe (SYRJANEN
et al, 1987, BRANDSMA & ABRAMSON, 1989; MORGAN et al, 1991; CLAYMAN et al,
1994). No colo uterino, a infecglio pelo HPV € a principal causa, sendo a Unica, das lesGes
displasicas e do carcinoma epiderméide (GARUTI et al, 1988, GUPTA et al, 1989; WRIGHT et
al, 1994; PARK et al, 1995; GUPTA, 1997, MEISELS & MORIN, 1997a; WALBOOMERS &
MEIIER, 1997, ZHEBE & WILANDER, 1997).

O HPV € um virus de DNA epiteliotrépico, caracteristicamente associado a
proliferacdo epitelial nos locais de infecgdo (WRIGHT, KURMAN, FERENCZY, 1994; PARK,
FUJIWARA, WRIGHT, 1995, TOMMASINO & CRAWFORD, 1995; GUPTA, 1997,
MEISELS & MORIN, 1997a). Atualmente j4 foram descritos mais de setenta tipos diferentes de
HPV, alguns deles relacionados com um alto risco de transformagdo maligna da célula infectada,

como os virus 16 e 18 (SYRJANEN, 1992; WRIGHT et al, 1994; MEISELS & MORIN, 1997a).



Na laringe, o HPV dos tipos 6 e 11 sfo agentes etiologicos do papiloma escamoso
juvenil e do adulto, que so lesdes benignas, geralmente recidivantes (MICHAELS, 1987b; LEVI
et al, 1989; BRANDSMA et al, 1990; GALE et al, 1994; KIRCHNER & CARTER, 1994
KLOZAR et al, 1997).

Em relagdo ao carcinoma epidermoide, a frequéncia de detecgdio do HPV,
particularmente o tipo 16, em diversos estudos, varia de 3 a 75% (SYRJANEN, SYRJANEN,
PYRHONEN, 1982; SHEURLEN et al, 1986, SYRJANEN et al, 1987, BRANDSMA &
ABRAMSON, 1689; KIYABU et al, 1989; PEREZ-AYALA et al, 1990; MORGAN,
ABDULLAH, MYNT, 1991; BRANDWEIN, NUOVO, BILLER, 1993; GOURGOLIS et al,
1994; SHIDARA et al, 1994; SIMON et al, 1994, CLAYMAN et al, 1994; SNIDJERS et al,
1996; ALMADORI et al, 1996; SHEN et al, 1996; CEROVAC et al, 1996, LIE, KARLSEN,
HOLM, 1996; VOWLES, MYNT, CROFT, 1997). Tal variabilidade deve estar relacionada 2

técnica empregada, o tamanho da amostra e, possivelmente, a fatores geograficos.

A auséncia de trabalhos em nosso meio apresentando a fregiiéncia de associacio
do HPV com o carcinoma da laringe, assim como a escassez de trabalhos na literatura
relactonando esse virus com as lesBes pré-cancerosas dessa regifio, estimulou-nos a esse estudo,
realizado em material retrospeciivo de patologia cirurgica, gue foi fixado em formalina e incluido

em parafina.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho séo:

a)} Determinar através da técnica de hibridizagdo "in sitn" a freqiéncia de
positividade do HPV em casos de carcinoma epidermoide e displasia epitelial da

laringe.

b) Determinar a freqiiéncia de positividade do HPV dos tipos 6/11, 16/18 e 31/33

em casos de carcinoma epidermoide e displasia epitelial da laringe.

¢) Comparar histologicamente os casos positivos € negativos para verificar se ha
associagdo com alteragGes morfologicas reconhecidas como secundarias a infecgio

pelo HPV.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. CARCINOMA EPIDERMOIDE DA LARINGE

3.1.1. Aspectos clinicos e epidemiolégicos

O carcinoma epiderméide ¢ a neoplasia maligna mais freqiente da laringe,
representando ao redor de 29% dos carcinomas da regido da cabega e pescogo (BARNES &
JOHNSON, 1986; MICHAELS, 1987a; KOUFMAN & BURKE, 1997). Estima-se que 12.500
novos casos sao diagnosticados por ano, nos EUA, com taxa de mortalidade ao redor de 29%
(KIRCHNER & CARTER, 1994).

A grande maioria dos casos ocorre no sexo masculino, entre a sexta e a sétima
décadas de vida, em pacientes com historia de tabagismo e/ou etilismo de longa duragio

(MICHAELS, 1987a; KOUFMAN & BURKE,1997).

No periodo de 1988 a 1992, a taxa padrio de incidéncia por 100.000 habitantes,
do céncer da laringe, em diferentes estados do Brasil, variou na populacio masculina de 5,87 a
11,29 e na feminina de 0,63 a 1,80 (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Os principais sintomas clinicos sdo: disfonia (tumores gloticos), disfagia, disfonia,
sensacdo de corpo estranho no pescogo (tumores supra-gloticos) e dispnéia (tumores sub-

gléticos) (BARNES & JOHNSON, 1986).

3.1.2. Anatomia Patologica

O carcinoma epidermoide da laringe ocorre mais freqilentemente na porgdo

anterior da corda vocal verdadeira. Inicialmente a neoplasia apresenta-se como uma placa de



aspecto queratotico e espessura variavel, que posteriormente pode evoluir para lesdo lcero-
infiltrativa ou formar massa vegetante, exofitica, com superficic externa cruenta e friavel
(MICHAELS, 1987¢)

O aspecto histolégico ndo difere daquele descrito em outras regides, apresentando
células escamosas atipicas com varios graus de diferenciagdo, formando blocos sélidos com
crescimento expansivo ou corddes irregulares infiltrativos (MICHAELS, 1987c; KIRCHNER &
CARTER, 1994),

Freqiientemente os carcinomas da laringe estdo associados ou sdo precedidos por
lesGes displasicas, que caracterizam-se por alteragio na maturagio e estratificagio normal do
epitélio, que contém ce€lulas atipicas em quantidades vartadas, com manuten¢éo da integridade da
membrana basal (CRISSMAN et al, 1987, MICHAELS, 1987a; KAMBIK, 1997).

De acordo com a WHO-OMS (1991), as lesGes displasicas podem ser classificadas

em -

¢ Displasia Leve: as altera¢des nucleares sdo leves, ocupando o ter¢o basal do epité€lio, havendo

matura¢io ¢ estratificagdo normal nas camadas superficiais.

o Displasia Moderada: as alteragSes nucleares s&o mais acentuadas, comiprometendo os dois

tercos inferiores do epitélio. Presenga de mitoses nas camadas parabasal e intermedidria.

¢ Displasia Grave: altera¢des nucleares intensas com perda da maturac@o acima de dois tergos
da espessura do epitélio, embora havendo alguma estratificagdo nas camadas mais
superficiais. O pleomorfismo nuclear ¢ acentuado, com niicleos bizarros e figuras atipicas de

mitose nas camadas altas.

e Carcinoma "in situ"; toda a espessura do epitélio escamoso apresenta aspecto carcinomatoso,
sem invasdo do estroma. Predomina o tipo de grandes células queratinizantes, mas em alguns

casos as células mostram escasso citoplasma e aspecto basaloide.



As lesbes displasicas da laringe podem estar associadas a queratose ou hiperplasia
escamosa (GILLIS et al; 1983; CRISSMAN et al, 1987, CARDESA et al, 1997, KAMBIK et al,
1997).

3.1.3. Etiopatogenia

3.1.3.1. Aspectos Gerais

A carcinogénese ¢ um processo complexo que ocorre em multiplas etapas, estando
relacionada primariamente com a mutagdo do genoma celular em vérios sitios, por fatores
genéticos (hereditarios) e/ou adquiridos (ambientais) (FIELD, 1992; ANWAR et al, 1993;
COTRAM, KUMAR, ROBBINS, 1994; HART, 1997).

O fumo e o ilcool sdo os principais agentes carcinogénicos na regido da cabeca e
pescogo (BARNES & JOHNSON, 1986; DE STEFANI et al, 1987, MICHAELS, 1987a;
BLITZER, 1988; BROWN et al, 1988; FALK et al, 1989; MUSCAT & WYNDER, 1992,
VOKES et al, 1993; HART, 1997, KOUFMAN & BURKE, 1997, TRIZNA & SCHANTZ,
1997), freqiientemente promovendo a formagdo de multiplos focos independentes de mucosa
susceptivel & transformagfio neopléasica, um fendmeno conhecido como “cancerizagdo em campo”

(HART, 1997).

QOutros fatores tais como: refluxo gastro-esofagico, infecgio pelo HPV, exposicéo
a substéncias ocupacionais, dieta alimentar e heranca genética, parecem desempenhar algum
papel complementar ou sinérgico, embora ainda ndo totalmente esclarecido, sugerindo um
modelo multifatorial para a carcinogénese laringea. De acordo com esse modelo, o aparecimento
do céncer ¢ o resultado da interag3o entre eventos espontdneos, fatores hereditarios e agentes

ambientais (KOUFMAN & BURKE, 1997, TRIZNA & SCHANTZ, 1997).



3.1.3.2. Fumo e Alcool

O fumo € o élcool sdo os mais importantes agentes carcinogénicos da laringe e
mais de 90% dos pacientes com carcinoma na laringe sdo fumantes (BARNES & JOHNSON,
1986, DE STEFANI et al, 1987, MICHAELS, 1987a; BLITZER, 1988; BROWN et al, 1988:;
FALK et al, 1989, MUSCAT & WYNDER, 1992; VOKES et al, 1993; HART, 1997;
KOUFMAN & BURKE, 1997, TRIZNA & SCHANTZ, 1997).

Os riscos relativos para o aparecimento desse tipo de neoplasia na populagio
fumante variam de 5,6 a 34,4 em relagdo ao grupo controle, sendo proporcional & quantidade e
tempo de fumo (De STEFANI et al, 1991; FALK et al, 1989, MUSCAT & WYNDER, 1991;
KOUFMAN & BURKE, 1997).

MUSCAT & WYNDER (1991), observaram riscos relativos de 10,3 em fumantes
classificados como leves (1-20 cigarros diarios), chegando a 68 quando calculado isoladamente
para a regido supra-gldtica nesse grupo. FALK et al (1989), demonstraram que os ex-fumantes
com menos de dez anos livres do habito ainda apresentavam um risco trés vezes maior que a
populagéio nio fumante para desenvolver cincer laringeo. Segundo De STEFANI et al (1987), o
risco também dependeria da qualidade do fumo usado, sendo duas vezes maior nos usuérios do

fumo escuro em relagdo ao fumo claro.

O consumo de todos os tipos de dlcool € considerado um fator de risco importante
e independente para o desenvolvimento de cincer da laringe. Os riscos relativos, ajustados em
relacdo ao fumo, variam de 2,2 a 14,8 na populacido etilista (FALK et al, 1989; MUSCAT &
WYNDERI, 1991; KOUFMAN & BURKE, 1997).

A associacio do fumo com o alcool resulta em riscos relativos superiores ao
esperado para um simples modelo aditivo, sugerindo um efetto sinérgico quando ambos os fatores
estdo presentes (BLITZER, 1988; FALK et al, 1989; KOUFMAN & BURKE, 1997).

O efeito dessas substincias parece ser mais acentuado na regifio supra-glotica,

sugerindo um papel importante no contato direto com a mucosa, de forma semelhante ao que



ocorre na cavidade oral e faringe (BLITZER, 1988; FALK et al, 1989; MUSCAT & WYNDER,
1991; KOUFMAN & BURKE, 1997).

Uma pequena proporgéo de casos de carcinoma da laringe (ao redor de 5%) ocorre
em pacientes sem historia de tabagismo ou etilismo, estando constituida predominantemente por
tumores localizados na regido glética (AGUDELOQ et al, 1997).

3.1.3.3. Refluxo Gastro-Esofagico

O refluxo gastro-esofagico é considerado um fator irritativo do trato aero-digestivo
superior, estando relacionado a varias doengas e sintomas da regido, tais como: laringo-faringite
inespecifica, granuloma de contato, hipertrofia da comissura posterior, “globus histericus”,
rouquiddo, tosse cronica e asma bronquica (WARD & HANSON, 1988; WIENER et al, 1989,
KOUFMAN, 1991).

Uma proporgio significativa de pacientes com carcinoma da laringe apresentam
testes laboratoriais e radiograficos positivos para refluxo gastro-esofagico, com auséncia de
sintomatologia em grande mimero de casos (WARD & HANSON, 1988; WIENER et al, 1989,
KOUFMAN & BURKE, 1997).

WARD & HANSON (1988), estudando 19 pacientes com carcinoma da laringe,
sem historia de tabagismo ou etilismo, detectou refluxo gastro-esofagico em todos os casos,

freqiientemente associados a hémia hiatal.

O papel do refluxo gastro-esofagico na génese do carcinoma laringeo ainda ndo
esth totalmente esclarecido. Admite-se que a presenga de acido produzindo inflamacio crénica
torna a mucosa predisposta a transformacgdo maligna, assim como ocorre no eséfago de Barrett

(KOUFMAN, 1991).

Segundo KOUFMAN (1991), a alta incidéncia de carcinoma da laringe na

populagido tabagista/etilista e a grande freqii€ncia de refluxo gastro-esofagico nesse grupo, sugere



uma agdo conjugada desses fatores no desenvolvimento de neoplasia maligna do trato respiratério

Superior.

3.1.3.4. Fatores Ocupacionais

A exposicdo ocupacional a diversas substincias tem sido associada ao
desenvolvimento de carcinoma da laringe, embora de forma inconclusiva, em uma pequena

propor¢io de casos.

As principais substéncias relacionadas sdo: asbesto, p6 da madeira, pé do cimento,
derivados do petroleo (betume), niquel, gas mostarda e algumas fibras téxteis (BLITZER, 1988;
BROWN et al, 1988; MUSCAT & WYNDER, 1992; KOUFMAN & BURKE, 1997).

O papel do asbesto como fator carcinogénico na laringe € controverso. BROWN et
al (1988), encontrou um risco relative ndo significativo (1,5) para a exposigdo cronica ao asbesto.
MUSCAT & WYNDER (1992), apontam o asbesto como um fraco carcinogénico na laringe,
sendo um fator de risco restrito ac carcinoma gldtico € ndo existindo efeito sinérgico, quando

associado a0 tabaco.

3.1.3.5. Dieta Alimentar

O consumo regular de frutas e vegetais frescos parece conferir um efeito protetor
em relagdo ao aparecimento de carcinoma no trato respiratorio superior (De STEFANI et al,
1987; BROWN et al, 1988; La VECCHIA et al, 1990, MUSCAT & WYNDER, 1992,
KOUFMAN & BURKE, 1997).

De STEFANI et al (1987), através de estudos do tipo caso-controle, encontrou

uma relagdo inversa entre o consumo de frutas e céncer da laringe, havendo um risco de 2,7 para
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o aparecimento da doenga nos individuos com nenhum consumo didrio de frutas. La VECCHIA
et al (1990), demonstrou uma relagdo inversa entre céncer da laringe e dieta rica em peixes,

vegetais frescos e frutas, sendo mais evidente nos dois tltimos itens.

O efeito protetor da dieta rica em frutas e vegetais pode estar relacionado com a
presenca em grande quantidade, nesses alimentos, de vitaminas A e C, que atuam comoe agentes
anti-oxidantes no metabolismo celular, limitando o dano ao material genético (KOUFMAN &
BURKE, 1997).

3.1.3.6. Irradiacio

O uso da mradiagio no tratamento de lesdes benignas ou malignas da regido da
cabega e pescogo tem sido, em alguns casos, relacionado com o aparecimento de carcinoma
laringeo (BLITZER, 1988, KOUFMAN & BURKE, 1997).

3.1.3.7. Fatores Genéticos

Fatores genéticos parecem ser importantes na etiologia do carcinoma da laringe,
uma vez que nem todos os individuos expostos aos agentes carcinogénicos externos (fumo e
alcool) desenvolvem a doenca (COPPER et al, 1995, FOULKES et al, 1995, HART, 1997,
TRIZNA & SCHANTZ, 1997).

Alguns estudos epidemiologicos tém demonstrado a ocorréncia familial de cincer
da cabega e pescogo, sendo relatados varios casos da doenga em dois ou trés membros da mesma
familia. Os parentes em primeiro grau de pacientes com cancer da regido da cabega e pescogo,

segundo varios autores, apresentam uma taxa maior de neoplasia nos tratos digestivo e
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respiratorio superior e pulmio do que os parentes de um grupo controle (COPPER et al, 1995;
FOULKES et al, 1995; HART, 1997, TRIZNA & SCHANTZ, 1997).

A heranga de uma maior susceptibilidade ao céncer provavelmente € multifatorial,
envolvendo a variagdo genética de enzimas importantes no metabolismo de substincias
carcinogénicas e no reparo do DNA (COPPER et al, 1995; FOULKES et al, 1995; HART, 1997,
TRIZNA & SCHANTZ, 1997).

3.1.3.8. Oncogenes e genes supressores de tumor

A principal alteragdo genémica associada & transformagdo maligna consiste na
ativacio de oncogenes e/ou inativagio de genes supressores de tumor (anti-oncogenes) (FIELD,
1992; ANWAR et al, 1993, COTRAM et al, 1994; OLINER, 1994; LEVINE, 1995, HART,
1997).

Os oncogenes sio genes responsaveis pelo controle da proliferagio celular normal,
atuando através da codificacdo de varias proteinas envolvidas nesse mecanismo, tais como:
fatores de crescimento, receptores de membrana, proteinas cinases e fatores transcricionais. Desta
forma, um desarranjo quantitativo ou qualitativo em diversos oncogenes pode alterar varias
etapas do ciclo celular normal, promovendo a proliferagdo continua e descontrolada da céiula
(FIELD, 1992; COTRAM et al, 1994; OLINER, 1994; LEVINE, 1995; HART, 1997, TRIZNA
& SCHANTZ, 1997).

Os carcinomas da regido da cabecga e pescogo podem expressar varios oncogenes:
¢-myc, int-2, hst-1, bel-1, tgfo, o receptor do fator de crescimento epidérmico e os oncogenes da
familia ras. Os principais mecanismos responsaveis pela ativagio dos mesmos envolvem
rearranjos cromossdmicos (translocagdo, transposigdo, mutagdo) e amplhificagdo génica (FIELD,

1992; COTRAM et al, 1994; HART, 1997).
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Os genes supressores de tumor constituem uma classe de genes que estio ausentes
ou t€m seus produtos inativados na célula neoplasica. Esses genes sdo responsaveis pelo controle
negativo do ciclo celular, sendo freqlientemente expressos de forma recessiva, ou seja, ¢
necessario a perda de ambos os alelos para ocorrer alteracdo fenotipica (COTRAM et al, 1994,
LEVINE, 1995, HART, 1997).

O gene supressor de tumor p33, localizado no brago curto do cromossomo 17, é o
que apresenta a maior freqii€éncia de mutaces em todos os tipos de neoplasia maligna (FIELD,
1992; COTRAM et al, 1994; OLINER, 1994, FOURET et al, 1995; LEVINE, 1995, SALAM,
CROCKER, MORRIS, 1995; PRUNERI et al, 1996; HART, 1997).

O produto desse gene, a proteina p53, atua como um fator transcrictonal, sendo
capaz de ativar seqiiéncias génicas especificas, regulando-as positivamente. O aumento no
contelido citoplasmatico da proteina p53 induz a produgdo da proteina p21, que tem a capacidade
de ligar-se a proteinas cinases especificas (cdk2 e cdk4), neutralizando a agdo do complexo
ciclinas/cinases, que € responsavel pela iniciagdo do ciclo de proliferagio celular. Esse
mecanismo ¢ ativado sempre que ocorre dano ao genoma celular, permitindo a reparacio da lesfo
molecular e prevenindo sua transmissio as células-filhas. Além de inibir o ciclo celular, a
proteina p53 € capaz de induzir apoptose (morte celular programada) nas células em que ndo

houve reparo do material genético danificado (COTRAM et al, 1994; LEVINE, 1995).

A expressio da forma mutante do p53 tem sido detectada em cerca de 60% dos
carcinomas laringeos, assim como na grande maionia das lesGes displasicas de alto grau e
carcinomas-in-situ dessa regifio, sugerindo que a perda desse gene tem conseqiiéncia importante
nos eventos Iniciats da carcinogénese laringea (DOLCETTI et al, 1992; BRACHMAN et al,
1992; ANWAR et al, 1993; FOURET et al, 1995, SALAM et al, 1995; MELHEN et al, 1995,
RAYBAUD- DIOGENE et al, 1996; PAVELIC & GLUKMAN, 1997).
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3.2. O VIRUS DO PAPILOMA HUMANO ( HPV)

3.2.1. Aspectos gerais e classifica¢io

Os virus do papiloma sdo micro-organismos capazes de infectar a pele e mucosas,
causando proliferac@o epitelial nesses sitios. Fazem parte da familia Papovaviridae, que também
inclue o SV40 (Simian Virus 40) ¢ o Polyomavirus (HERRINGTON, 1994, WRIGHT et al,
1994; PARK et al, 1995; TOMMASINO & CRAWFORD, 1995, GUPTA, 1997, MEISELS &
MORIN, 1997a).

Os Papilomavirus estdo distibuidos extensamente na natureza, com varios tipos ¢
sub-tipos infectando espécies distintas. S#o classificados a partir da estrutura gendmica, nio
havendo a sorotipagem porque as proteinas do capsideo viral sio antigénicamente indistintas.
Para ser classificado como um novo genotipo, o virus deveré apresentar uma homologia do seu
DNA menor do que 50% em relagio ao genoma dos outros tipos ja descritos. Embora apresentem
uma estrutura gendmica similar, esses virus sdo especificos para uma determinada espécie, nio
havendo infeccdo de diferentes espécies por um mesmo tipo de virus (HERRINGTON, 1994;
WRIGHT et al , 1994; PARK et al, 1995; TOMMASINO & CRAWFORD, 1995; GUPTA, 1997,
MEISELS & MORIN, 1997a).

Existem mais de setenta tipos de virus do papiloma capazes de infectar a espécie
humana, sendo denominados virus do papiloma humano (HPV) e numerados pela ordem de
descoberta, apresentando semelhangas estruturais e certa espectficidade em relagdo aos sitios de
infecglio, assim como ao tipo de lesdio produzida (HERRINGTON, 1994, WRIGHT et al , 1994;
PARK et al , 1995, TOMMASINO & CRAWFORD, 1995; GUPTA, 1997, MEISELS &
MORIN, 19973).

O HPV ¢ capaz de causar lesdes proliferativas nos epitélios escamosos da pele |
conjuntiva, cavidade oral, laringe, arvore traqueo-bronquica, es6fago, bexiga urinaria e regifo

ano-genital (SYRJANEN, 1992; WRIGHTet al, 1994). Na regido ano-genital a infeccfio pelo
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HPV estd associada ao aparecimento de lesdes condilomatosas {condiloma plano/acuminado),
displasias de baixo efou alto grau e carcinoma epidermoide invasor (HERRINGTON, 1994,
WRIGHT et al, 1994; PARK et al, 1995, GUPTA, 1997, MEISELS & MORIN, 1997a).

De acordo com o tipo de lesdo associada sdo classificados como de baixo risco
para transformagdo maligna (6 e 11); risco intermediario (31 e 33) e alto risco (16 ¢ 18). Esses
ultimos, em geral, sio identificados na maioria dos carcinomas e displasias de alto grau do colo.
uterino (SYRJANEN, 1992; HERRINGTON, 1994, WRIGHT et al, 1994; PARK et al, 1995;
MEISELS & MORIN, 1997a).

O sitio inicial da infecgdo parece ser a célula basal primitiva do epitélio escamoso
imaturo, onde pode assumir um padrdo latente ou produtivo (WRIGHT et al, 1994). Na infecgio
latente 0 DNA viral permanece no nicleo da célula hospedeira constituinde uma forma livre néo-
integrada, denominada epissoma. A replicagio do DNA episomal ocorre consoante com a

replicagdo do DNA da célula hospedetra, ndo existindo produgdo de particulas virais completas.

Quando existe uma replicagdo do DNA viral independente da divisdo do genoma
do hospedeiro, produzindo grande quantidade de particulas virais, a infecgdo tem carater
produtivo. Nessa fase ha a maturagio das particulas virais nas camadas intermedidrias ¢
superficiais do epitélio, com sintese do DNA e produgio de proteinas do capsideo, resultando nos
efeitos citopaticos caracteristicos, que s3o vistos na cito-histologia: vacuocliza¢do citoplasmatica
(coilocitose), atipia nuclear ¢ multinucleagio (HERRINGTON, 1994; WRIGHT et al, 1994,
PARK et al, 1995; MEISELS & MORIN, 1997a).

3.2.2, Organizaciio genémica do HPV

O HPV apresenta um genoma constituido por uma fita dupla de DNA circular,
contendo 7.800 a 7.900 pares de bases, um virion ndo-encapsulado € um capsideo icosaédrico

composto por 72 capsdmeros que medem 45-55 nandmetros de didmetro (HERRINGTON, 1994,
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WRIGHT et al, 1994, PARK et al, 1995; TOMMASINO & CRAWFORD, 1995; MEISELS &
MORINa, 1997a).

De acordo com WRIGHT (1994), PARK et al (1995) e TOMMASINO &
CRAWFORD (1995), o genoma viral do HPV pode ser dividide em trés regides principais: a
regido URR (“Upstream Regulatory Region™), a regido precoce € a regido tardia.

a) Regido “URR”:

Esta constituida por 400 pares de bases situados proximos ao segmento de origem
da replicagdo viral. Essa regifio ndo codifica proteinas, mas contém sitios de ligagdo para fatores
ativadores e repressores da transcricio , tals como: proteina ativadora 1(AP1), fator
transcricional-1 especifico do queratindcito (KRF-1), fator nuclear e fatores transcricionais
codificados pela regido precoce do virus. A regiio “URR” controla a produg@io de proteinas

virais e particulas infecciosas.

b) Regido Precoce:

Possue seis “Open Reading Frames”(ORF), denominados E1, E2, E4, E5, E6 ¢ E7.

“Open Reading Frames™ sdo segmentos funcionais do DNA, capazes de codificar proteinas.

e Regido El: codifica duas proteinas necessarias para a replicagfio extra-cromossémica do

DNA e finalizagdo do ciclo viral.
» Regido E2: codifica proteinas que regulam a expressdo dos genes da regifo precoce.

e Regido E4: responsavel por uma série de proteinas importantes na maturagio e replicagdo do
virus, No queratindcito humano, as proteinas codificadas pelo gene E4 alteram a matriz de

citoqueratina, facilitando a liberagio das particulas virais.

e Regifio E3: a proteina codificada pelo gene E5 tem acdo na membrana celular, onde liga-se

aos receptores do EGF e PDGF, podendo estimular a prolifera¢do celular.

o Regides E6 e E7: codificam as principats proteinas responsaveis pela agdo oncogénica do

HPV nas células infectadas, sendo também importantes na replicacdo viral.



i)

c) Regido Tardia:

Essa regido € responsavel pela codificagio das proteinas estruturais do capsideo
viral, contendo dois segmentos distintos denominados L1 e L2. A regido L1 codifica a proteina
mails importante do capsideo viral, sendo essa sequéncia génica altamente conservada entre as

varias espécies de Papilomavirus.

3.2.3. Patogénese do HPV

A agfo oncogénica do HPV tem sido comprovada através de estudos “in vitro”
usando cultura de células. Esses expenmentos revelaram que a capacidade de imortalizagio e
transformacéo maligna das cé€lulas epiteliais pelo HPV dos tipos 16 e 18 estava relacionada a uma
maior expressdo dos genes E6 e E7 (ZUR HAUSEN, 1989, YEUDALL, 1992; WRIGHT et al,
1994, HERRINGTON, 1995, PARK et al, 1995; TOMMASINQO & CRAWFORD, 1995).

O controle da expressio das oncoproteinas E6/E7 estd a cargo de proteinas
codificadas pela "ORF" E2. A integracdo do genoma viral ao DNA hospedeiro ocorre nessa
regido, com quebra dessas sequéncias génicas, resultando na transcrigdo aumentada dos genes
E6/E7 (YEUDALL, 1992; WRIGHT et al, 1994; HERRINGTON, 1995; PARK et al, 1995;
TOMMASINO & CRAWFORD, 1995).

A regiio precoce E6 do HPV codifica uma proteina ligante do zinco de
aproximadamente 150 aminoacidos, capaz de degradar a proteina p53 celular atraves de uma via
proteolitica dependente da ubiqiitina. Essa associagio parece ser mediada por um fator celular, a
proteina E6-AP, presente nos queratinocitos humanos (PARK et al, 1995; TOMMASING &
CRAWFORD, 1995),

A degradacio do p53 na célula infectada pelo HPV inativa um importante
mecanismo de controle da proliferagio celular, favorecendo sua divisdo continua e permitindo o

aparecimento de mutagdes genéticas sucessivas que levariam a transformagdo neoplasica maligna
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(OLIVER, 1994; WRIGHT et al, 1994; HERRINGTON, 1995, PARK et al, 1995
TOMMASINO & CRAWFORD, 1995),

TOMMASINO & CRAWFORD (1995), sugerem que essa acio da proteina E6,
identificada “in vitro”, deve funcionar também “in vivo™, ja que linhagens celulares derivadas de

carcinomas cervicais (SiHa, CaSki, Hel a) apresentam niveis baixos de p53.

A regido precoce E7 do HPV codifica uma fosfoproteina ligante do zinco, com
cerca de 98 aminoacidos, que tem a capactdade de ligar-se ao produto do gene do Retinoblastoma
(Rb) e proteinas relatas (YEUDALL, 1992; WRIGHT et al, 1994, HERRINGTON, 1995; PARK
et al, 1995; TOMMASINO & CRAWFORD, 1995).

O gene Rb, ao lado do p53, é um dos mais importantes genes supressores de
tumor, sendo o primetiro deles a ser descrito (LEVINE, 1995). Na célula normal o produto do
gene Rb interage com os fatores transcricionais E2F e DP1, responsaveis pela ativacio do ciclo
celular através da transcricdo de varias proteinas envolvidas na replicacdo do DNA. A ligagédo da
proteina Rb a esses fatores, tornando-os inativos, é regulada através da agfio do complexo de
proteinas ciclinas/cinases (CiclinaE/CDK2 e Ciclina D/CDK4). Quando o complexo ciclina/cdk é
ativado, ha fosforilagdc da proteina Rb, com liberacdo dos fatores transcricionais E2F e DPI1,
permitindo a entrada da célula na fase S do ciclo {HERRINGTON, 1995; PARK et al , 1995,
TOMMASINO & CRAWFORD, 1995).

A proteina E7 do HPV, ao inativar a proteina Rb, desregula esse mecanismo
inibitério da divisdo celular, favorecendo a imortaliza¢o da célula infectada (HERRINGTON,
1995; PARK et al , 1995, TOMMASINO & CRAWFORD, 1995).

As proteinas E6 e E7 do HPV, em resumo, s@o capazes de induzir a proliferagdo
descontrolada das células epiteliais através da inativagdo das proteinas p53 e pRb, que atuam no
controle negativo da divisdo celular (WRIGHT et al, 1994; HERRINGTON, 1995; LEVINE,
1995; PARK et al, 1995; TOMMASINO & CRAWFORD, 1995).

Segundo PARK et al (1995), esse modelo patogenético proposto para o HPV é
incompleto e simplificado porque, embora a maioria dos carcinomas cervicais apresentem DNA

viral detectavel, uma parte deles contém apenas DNA extra-cromossdmico (epissomal). Desta
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forma, mecanismos alternativos, tais como, a amplificagio génica ou mutagdes na regido "URR",
poderiam ser os responsaveis pela expressio aumentada das oncoproteinas EG/E7
(HERRINGTON, 1996, CHEN, STORTHZ,SHILLITOE, 1997).

3.2.4. Alteracdes Morfoldgicas

A principal alteragdo morfologica identificada em lesdes proliferativas epiteliais
relacionadas com a infec¢do pelo HPV consiste na atipia coilocitdtica, que € caracterizada por
vacuolizagio citoplasmatica ao redor do micleo, com hipercromatismo, irregularidade e aumento
de volume nuclear. A membrana nuclear parece estar dobrada e amassada, conferindo ao nucleo
aspecto comumente descrito como semelhante a uva passa (MEISELS & FORTIN, 1976,
WRIGHT et al, 1994 ; GUPTA, 1997)

Outras altera¢des cito-histopatologicas associadas ao efeito citopatico do HPV sdo:
bi- ou multinucleagio, disceratose, paraceratose e hiperceratose (WRIGHT et al, 1994; GUPTA,
1997).

O exame ultraestrutural por microscopia eletrdnica de transmissdo, da célula
epitelial infectada, demonstra particulas virais icosaédricas, nfio-encapsuladas, medindo 40-50nm,
dispersas no nucleo difusamente ou agregadas em um padrio cristalino. A cromatina nuclear esta
condensada na periferia e o citoplasma mostra degeneragio vacuolar, com acumulo de
tonofilamentos na membrana celular. Os virions podem ser identificados nas lesdes produtivas,
sendo vistos mais facilmente nas verrugas cutineas (FU & REAGAN, 1989, WRIGHT et al,
1994; GUPTA, 1997).
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3.2.5. Técnicas especiais para a deteccdo do HPV

3.2.5.1. Imunohistoquimica

Essa técnica permite detectar a expressdo de antigenos, geralmente proteinas, em
material cito-histologico, através de uma reagdo mmunolégica envolvendo a formacgio de
complexos antigeno-anticorpo (FENOGLIO-PREISER, LISTROM, BLUME, 1992; AZUMI &
CZERNOBILSKY, 1994).

O complexo antigeno-anticorpo primano liga-se a um anticorpo secundario, o qual
por sua vez, esti associado a um sistema enzimatico cromdégeno que permite a visnalizacio da
reagdo positiva nas células ou tecido. O sistema de deteccio mais utilizado € o método ABC
(Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase), que usa anticorpos secundarios biotinilados, a
peroxidase como enzima e a Diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno. Nas reagdes positivas a
enzima peroxidase oxida o reagente cromégeno, tornando-o visivel. No caso da DAB, a reacdo
sera visualizada por uma coloragio acastanhada na célula alvo (FENOGLIO-PREISER et al,
1992; AZUMI & CZERNOBILSKY, 1994).

As proteinas do capsideo do HPV, que sdo sintetizadas a partir do gene tardio L1,
podem ser detectadas pela imunoperoxidase. Como as sequéncias g€nicas dessa regido sdo
altamente conservadas entre as vérias espécies de Papilomavirus, essa técnica nfo permite

discriminar qual o tipo de virus presente (BERGERON & FERENCZY, 1997).

A sensibilidade da técnica, quando comparada aos meétodos de hibndizagio do
DNA ¢ amplificagdo génica { PCR) parece ser menor, detectando o virus principalmente nos
nicleos dos ceratinocitos superficiais, que apresentam atipia coilocitotica (BERGERON &
FERENCZY, 1997).

AZUMI & CZERNOBILSKY (1994), comentam que apenas 30 a 40% das lesGes
epiteliais da regido ano-genital, que apresentam achados morfologicos consistentes com infecgio

pelo HPV, serdo positivas ac exame imunohistoquimico. A freqiiéncia da positividade, segundo
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esses autores, diminue 4 medida que a alterac@o displasica € o grau da neoplasia intra-epitelial

aumentam.

3.2.5.2. Técnicas de Hibridizacao Molecular

As técnicas de hibridizagBio permitem o isolamento e deteccdo de segmentos
especificos de DNA ou RNA por sondas complementares ao genoma alvo, que podem ser DNA
endogeno, RNA mensageiro ou seqiiéncias génicas virais e bacterianas. A classificagio do HPV
em varios sub-tipos, s6 fol possivel gragas ao aparecimento dessa tecnologia (FENOGLIO-
PREISER & WILLMAN, 1987, STOLER, 1993, NUOVO, 1994, WRIGHT et al, 1994,
McNICOL & FARQUHARSON, 1997, BERGERON & FERENCZY, 1997).

Os métodos de hibridizacio podem detectar o material genético diretamente no
tecido ( hibridizaco "in situ") ou em filtro, nesse Gltimo apos a extragdo do DNA da célula
(métodos do "Southern-blot", "Northern-blot" e "Dot- blot"). Todas essas técnicas estdo
fundamentadas nas propriedades bioquimicas dos acidos nucleicos, que sdo capazes de ligar-se a
sequéncias especificas de DNA ou RNA (sondas), apos desnaturagiio e abertura de suas fitas,
formando moléculas hibridas unidas entre si por pontes de hidrogénio, fendmeno conhecido
como renaturac¢do ou hibridizagdo (FENOGLIO-PREISER & WILLMAN, 1987, NUOVO, 1994;
BERGERON & FERENCZY, 1997, MEISELS & MORIN, 1997b).

A técnica da hibridizagdo "in situ", descrita em 1969 por GALL & PARDUE, € a
unica que preserva a arquitetura do tecido, permitindo localizar o sinal positivoe em determinada
célula ou lesdo histologica. Essa técnica confirmou a presenga do HPV no micleo das células
infectadas (STOLER, 1993; WRIGHT et al, 1994, BERGERON & FERENCZY, 1997
McNICOL & FARQUHARSON, 1997; MEISELS & MORIN, 1997b).

As sondas (provas), que s#o segmentos de DNA ou RNA, podem ser produzidas
através de clonagem génica usando-se vetores bacterianos (plasmidios, bacteriéfagos, etc.) ou

sintetizadas quimicamente "in vitro" (provas oligonucleotidicas), sendo marcadas com
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radioisétopos ou substincias ndo radioativas, em geral a biotina. As sondas radiomarcadas,
embora altamente especificas e sensiveis, apresentam varias desvantagens: custo financeiro alto,
meia-vida curta dos radioisétopos, perigo de contaminag@o do pessoal do laboratorio e tempo de
exposi¢do muito longo para a detecgfio do hibrido (FENOGLIO-PREISER & WILLMAN, 1987,
MORRIS et al, 1990; NUOVQ, 1994; BERGERON & FERENCZY, 1997, McNICOL &
FARQUHARSON, 1997; MEISELS & MORIN, 1997b).

A maioria dos kits de hibridizacdo "in situ" disponiveis comercialmente utilizam
sondas ndo- isotopicas, marcadas com biotina. A hibridizagio com sondas biotiniladas €
completada por uma reagio imunocitoquimica, sendo visualizada como um precipitado colorido
na célula (FENOGLIO-PREISER & WILLMAN, 1987, NUOVQ, 1994; BERGERON &
FERENCZY, 1997, MEISELS & MORIN, 1997b).

A detecgdo de DNA do HPV em cortes histologicos de tecido fixado em parafina,
por sondas biotiniladas, depende da quantidade de copias virais presentes, sendo necessario, em
média, 20 copias do virus por célula para haver positividade da reagdo. Nao obstante, esse valor
minimo pode variar de menos de 10 a 800 copias, como mostram os resultados observados em
diferentes estudos (BURNS et al, 1987, ARENDS, 1991; NUOVO, 1994). O uso da digoxigenina
como marcador, assocido a certas modificagbes técmcas, permitiria a detecgdo de até 1-2 copias

virais por célula (MORRIS et al, 1990; ARENDS, 1991).

A fixacéo prolongada ¢ o uso de outros fixadores, além da formalina tamponada,
comprometem a sensibilidade da técnica. A fixagdo do tecido em tempo habil também ¢
importante, pois os acidos nucleicos sio moléculas labeis, facilmente degradadas por autdlise

(STOLER, 1994; NUOVO, 1994; McNICOL & FARQUHARSON, 1997).

Recentemente, tem sido descrito alguns procedimentos que aumentariam a
sensibilidade das técnicas de hibridizacdo "in situ" com sondas biotiniladas, entre os quais: o
processamento do tecido em micro-ondas e o uso de tiramina biotinilada para amplificar o sinal

positivo (PODDIGHE et al, 1996 ; McNICOL & FARQUHARSON, 1997).

Nas técnicas de hibridizagio em filtro, o DNA ¢ extraido da célula ¢ transferido

para um filtro ou membrana de celulose, onde serd hibridizado com a sonda marcada. Como hi
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destrui¢io do tecido pesquisado, perde-se a comrelagdo com a histologia (FENOGLIO-PREISER
& WILLMAN, 1987, NUOVO, 1994; BERGERON & FERENCZY, 1997).

O método de hibridizacdo pelo Southern blot submete o DNA extraido a digestdo
com enzimas de restri¢do, clivando-o em pontos especificos, com a producdo de fragmentos de
diferentes tamanhos, os quais serfio separados por eletroforese em gel. Em seguida esses
fragmentos sdo transferidos a uma membrana de mnitrocelulose, hibridizados com sondas
radioativas e identificados por amto-radiografia. Esse método € altamente especifico e sensivel,
detectando 1 copia viral por 100 células examinadas ou 0.1 copia de DNA viral por 10ug de
DNA total. Entretanto, requer o uso de material ndo fixado, além de ser dispendiosa €
complicada, estando restrita a laboratorios especializados em técnicas de biologia molecular
(FENOGLIO-PREISER & WILLMAN, 1987; NUOVO, 1994; WRIGHT et al, 1994,
BERGERON & FERENCZY, 1997; MEISELS & MORIN, 1997b).

A téenica de hibridizagdo pelo Dot blot € mais simples e rdpida que a anterior,
porém é menos sensivel (lcopia DNA viral/ 200 células) e menos especifica, podendo ocorrer
reagOes positivas falsas devido a hibridizagio cruzada entre a sonda e o DNA celular
(FENOGLIO-PREISER & WILLMAN, 1987, NUOVO, 1994; BERGERON & FERENCZY,
1997; MEISELS & MORIN, 1997b).

3.2.5.3. Reacgdo em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), permite a amplificagdo enzimatica de
uma Unica molécula de DNA, gerando até 100 milhdes de copias da mesma seqiéncia. E uma
técnica relativamente simples e extremamente valiosa na detecgdio de DNA viral (KYIABU et al,
1989; MULLIS, 1990; WRIGHT & WYNFORD-THOMAS, 1990; ARENDS, 1991; GREER et
al, 1991, KIENE et al, 1992; NUOVQ, 1994; PAN, DISS, ISAACSON, 1995, BERGERON &
FERENCZY, 1997, MEISELS & MORIN, 1997b).
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O método baseia-se no uso de oligonucleotideos especificos ("primers"), que irdo
ligar-se a determinado segmento do DNA alvo ("template"), o qual serd copiado por uma DNA
polimerase (Taq polimerase). Esse processo € repetido diversas vezes, com amplificagio dessa
seqi€ncia génica em milhares de copias apds 25 a 40 ciclos da reagiio. O DNA amplificado é
revelado por eletroforese da amostra em gel de agarose com brometo de "ethidium" ou através
das técnicas de hibndizacéo em filtro (MULLIS, 1990, WRIGHT & WYNFORD-THOMAS,
1990, NUOVO, 1994; PAN et al, 1995; BERGERON & FERENCZY, 1997, MEISELS &
MORIN, 1997b).

A técnica do PCR pode ser utilizada em esfregacos citologicos, células obtidas por
micro-disseccdo e tecido a fresco ou fixado e incluido em parafina, possibilitando a avaliagio
retrospectiva do material arquivado. Nos preparados histolégicos os resultados serfio melhores
quando fixados em formalina neutra tamponada a 10% (GREER et al, 1991; PAN et al, 1995;
BERGERON & FERENCZY, 1997, MEISELS & MORIN, 1997B).

Os oligonucieotideos {("primers”) disponiveis identificam seqiiéncias génicas
comuns a todos os tipos de HPV, tal como o gene L1 ("primers" de consenso) ou seqiiéncias
especificas para um determinado tipo de HPV. Em geral, a caracterizagdo do tipo de HPV ¢
confirmada por técnicas de hibridizagdo em filtro (BERGERON & FERENCZY, 1997
MEISELS & MORIN, 1997b).

Nio é possivel uma avaliac@o topografica dos casos positivos obtidos com o PCR,
pois ha destruicio do tecido examinado. Qutra desvantagem reside na extrema sensibilidade da
técnica, que pode detectar até 1 copia viral/ 10.000 células, com grande possibilidade de ocorrer
resultados positivos falsos devido & contaminagdo da amostra, uma vez que o HPV estd
amplamente distribuido na natureza (WRIGHT & WYNFORD-THOMAS, 1990; ARENDS,
1991; NUOVOQ, 1994; BERGERON & FERENCZY, 1997, MEISELS & MORIN, 1997b).

O desenvolvimento do PCR " in situ”, que amplifica o0 DNA diretamente no tecido,
pretende congciliar a vantagem da hibridizacio "in situ”, onde ha localizagiio topografica dos casos
positivos, com a alta sensibilidade do PCR. Entretanto, essa técnica mostra-se menos sensivel que

o PCR convencional, além de apresentar problemas metodologicos que dificultam a sua aplicagio
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clinica (ARENDS, 1991, NUOVO, 1994, BERGERON & FERENCZY, 1997, MEISELS &
MORIN, 1997b).

3.2.5.4. Sistema de captura de hibridos

O sistema de captura de hibridos, desenvolvido pela Digene Diagnostics Inc,
representa uma nova geragio de ensaios de hibridizagdo molecular, especialmente projetados para

laboratorios de patologia clinica (BERGERON & FERENCZY, 1997, MEISELS & MORIN,
1997b).

E uma técnica simples, semelhante a um imunoensaio, podendo ser realizada
automaticamente em poucas horas. O DNA alvo hibridiza "in vitro" com varias provas de RNA
do HPV, formando hibridos RNA-DNA. Esses sdo capturados na superficie de um tubo revestido
com anticorpos, que os reconhece especificamente, reagindo com outro anticorpo comjugado a
uma fosfatase alcalina e detectado por um substrato quimioluminescente. A intensidade da luz
emitida pela clivagem desse substrato é medida, sendo proporcional a quantidade de DNA

presente (BERGERON & FERENCZY, 1997; MEISELS & MORIN, 1997b).

Esse teste apresenta sensibilidade semeihante aoc PCR, sem ¢ incoveniente de
contaminag@o, pois ndo ha amplificacdo do material genético. E possivel distiguir se o DNA
identificado pertence a HPV de baixo ou alto nsco, havendo 90% de concordéncia entre esse
método e a hibridizacfio pelo Southern blot (FARTHING et al, 1994; HERRINGTON, 199%4;
BERGERON & FERENCZY, 1997; MEISELS & MORIN, 1997b).
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3.3. PAPEL DO HPV NAS LESOES EPITELIAIS DA LARINGE

3.3.1. Papilomatose Laringea

Os papilomas escamosos sdo os tumores benignos mais fregiientes da laringe,
podendo ocorrer em criangas ou adultos. Diversos estudos usando técnicas de hibridizagéo e
amplificagdo do DNA, confirmaram o HPV dos tipos 6 ¢ 11 como agentes etiologicos dessas
lestes (MICHAELS, 1987b; LEVI et al, 1989; BRANDSMA et al, 1990; GALE et al, 1994;
KIRCHNER & CARTER, 1994; SHEN et al, 1996; KLOZAR et al, 1997).

A forma juvenil caracteriza-se por lesdes multiplas, com alto indice de recorréncia
apos tratamento. Devido ao pequeno tamanho das vias aéreas na crianga, ha maior possibilidade
de ocorrer obstrugéo e insuficiéncia respiratona grave nessa faixa etaria. Muitas vezes os tumores
comprometem também a traquéia, bronquios e pulmdes (MICHAELS, 1987b; GALE et al, 1994;
KIRCHNER & CARTER, 1994; RIMELL et al, 1997).

O papiloma no adulto geralmente apresenta-se como uma les@io solitaria, embora
formas multiplas e recorrentes sejam descritas (MICHAELS, 1987b; KIRCHNER & CARTER,
1994).

A transformagio maligna é uma complica¢do tardia rara dos casos tratados com
irradiagdo, porém também ¢ descrita em papilomas nédo submetidos & radioterapia, principaimente
naqueles de longa duragdio. A interagdo enire o virus e substéncias carcindgenas, tais como o
fumo e o 4lcool, poderia desempenhar algum papel nesses casos (ZAROD, RUTHERFORD,
CORBITT, 1988, KASHIMA et al, 1988; LEVI et al, 1989; LINDEBERG et al, 1989; DOYLE et
al, 1994; LIN et al, 1997).

A presenca de HPV de alto risco € relatada em papilomas com transformagéo
maligna. LIN et al (1997), demonstram a co-infecgdo por HPV dos tipos 11 € 16 em um papiloma

com displasia grave associada. DOYLE et al (1994), descrevem um caso de papilomatose juvenil
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recorrente positivo para HPV dos tipos 6 e 11, em que ha deteccio do tipo 16, com a progressido

da lesdo para carcinoma.

3.3.2. Verrnga Vulgar da Laringe

FECHNER & MILLS (1982) ¢ BARNES et al (1991), descrevem uma lesdo
histologicamente idéntica & verruga vulgar cutinea comprometendo a regido glotica. Apesar da
semelhanga morfologica, nos casos estudados com hibridizagdo do DNA, os tipos de HPV
encontrados, 6 e 11, diferem daqueles associados com as lesde cutdneas, usnalmente os tipos 1, 2
e 4 (BARNES et al, 1991; SYRJANEN, 1992).

3.3.3. Lesoes Displasicas

A detecgdio de HPV em lesGes displasicas da laringe de diferentes graus (displasia
leve, moderada e grave/carcinoma "in situ") tem variado de 0 a 33% em varios trabalhos que

utilizam as técnicas de imunoperoxidase, hibridizagdo "in situ" ¢ PCR (Tabela 1).

3.3.4. Carcinoma Epidermoide

Os indices de detecgdo de material genético do HPV em biopsias de carcinoma da
laringe, por meio de varias técnicas distintas, variam de menos de 3% a mais de 60% dos casos

examinados ( Tabela 2}.

BRANDSMA & ABRAMSON (1989), usando a técnica do Southern blot,

estudaram carcinomas da regido da cabega e pescogo, com os seguintes indices de positividade



27

para 0 HPV dos tipos 11 e 16 : 29% na regido tonsilar, 18% na lingua, 13% na faringe e apenas

5% na laringe.

SNIDJERS et al (1996), estudando sessenta e trés carcinomas da regifo da cabega
e pescogo, detectou HPV do tipo 16, através do PCR, em 28,6% das lestes da orofaringe, 26,7%
da laringe, 20% da cavidade oral e 12,5% da hipofaringe.

SYRJANEN et al (1987), estudando 116 casos de carcinoma da laringe através da
técnica de hibridizagdio "in situ”, encontrou 15 casos positivos para 0 HPV {12,9%), sendo a
maioria constituida por HPV dos tipos 11 e 16, alguns com dupla positividade. Através da mesma
técnica, GOURGOLIS et al (1994), detectou 18% de positividade em 40 biopsias, todos do tipo
16, enquanto CEROVAC et al (1996) encontrou 42% de positividade estudando 26 casos, sendo

os tipos 6 e 16, os mais fregiientes.

Através da técnica do PCR, PEREZ-AYALA (1990), detectou 54% de
positividade para o HPV em 48 biopsias de carcinoma epiderméide e 100% de positividade em
tr€s casos de carcinoma verrucoso, todos do tipo 16. MORGAN, ABDULLAH, MYNT (1991)
encontrou HPV dos tipos 6, 11, 16 e 33 em 44% dos carcinomas estudados ¢ em 60% das
biopsias de tecido normal adjacente & lesdo. ALMADORI et al (1996), também demonstra a
presenga de HPV dos tipos 16 e 6 em 14% das bidpsias de mucosa normal adjacente ao epitélio

carcinomatoso, com 20% de positividade nesse Gltimo.

Os mecanismos de infecgdo do HPV na regiio da cabeca e pescogo sfo
controversos, sendo descrito na literatura as seguintes possibilidades: transmissfio permatal,
transmissio por contato sexual oral-genital ou auto-infecg@io por contato oral-genital através das

mios (PAKARIAN et al, 1994; McCAIG, BARIC, OLSHAN, 1998).



TABELA 1

DETECCAO DE HPV EM LESOES DISPLASICAS DA LARINGE

AUTOR TECNICA |TIPO DE HPV |POSITIVIDADE
KASHIMA et al (1986) IPX 20/60 (33%)
ELO et al (1993) HIS 0/14

GALLO et al (1994) HIS 0/28
GOURGOLIS et al (1994) |HIS 0/28

FOURET et al (1995) PCR 16 6/57(10,5%)
LINDEBERG PCR Indeterminado | 1/30(3,5%)

& KROGDAHL (1997)

POLJAK,GALE, HIS ¢ PCR 0/39

GAMBIK (1997)

IPX= Imunoperoxidase, His=Hibridizagdio "in situ", PCR=Reagdo em cadeia da polimerase

2%



TABELA 2

DETECCAO DE HPV EM CARCINOMAS DA LARINGE

AUTOR TECNICA TIPOS DE HPV | POSITIVIDADE
SYRJANEN et al (1982) IPX 36%
SHEURLEN et al (1986) SOUTHERN BLOT |16 2,7%
SYRJANEN et al (1987) HIS 11, 16, 6 12,9%
BRANDSMA & | SOUTHERN BLOT |11, 16 10%
ABRAMNSON (1989)

KIYABU et al (1989) PCR 16 40%
HOSHIKAWA et al (1990) |PCR 16, 11 20,5% +
KULSKI et al (1990) FISH 16 10%
PEREZ-AYALA et al (1990) | PCR 16 54%
MORGAN et al (1991) PCR 6/11, 16/33 44%
BRANDWEIN et al (1993). |PCR 16 8%
GOURGOLIS et al (1994) {PCR 16, 18 28%

IPX = Imunoperoxidase; HIS= Hibridizagdo "in situ"; PCR = Reac¢Zo em cadeia da polimerase;

FISH = Hibridizagdo "in situ” em filiro; + = Metastase ganglionar.
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TABELA 2 (continuacio)

DETECCAO DE HPV EM CARCINOMAS DA LARINGE

AUTOR TECNICA TIPOS DE HPV | POSITIVIDADE
SHIDARA et al (1994) |PCR 16, 18 24%

SIMON et al (1994) SOUTHERN BLOT |18, 33 Relato de caso *
CLAYMAN et al (1994) |PCR Indeterminado [46%

SALAM, ROCKETT,|PCR 6,11, 16 22,2%
MORRIS (1995)

SNIDJERS et al (1996) |PCR 16 26,7%
ALMADORI et al (1996) [PCR 16,6 20%

SHEN et al (1996) PCR 6,11, 18 9,4%
CEROVAC et al (1996) | HIS 6, 16, 16/18 42%

LIE et al (1996) PCR 16, 6/11 9%

POLJAK et al (1997) PCR 16 3,5%
VOWLES et al (1997) PCR 16 66%

HIS= Hibridizagio “in situ", PCR = Rea¢fo em cadeia da polimerase; * = Carcinoma em crianga

sem historia de papiloma.

30
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

Foram selecionados de forma retrospectiva, a partir dos arquivos do Departamento
de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Campinas
(UNICAMP), 69 pacientes com lesdes epiteliais escamosas pré-neoplasicas ¢ neoplasicas da
laringe, atendidos no periddo de 1992 a 1996. Os dados clinicos (1dade, histéna de tabagismo ou
etilismo) foram obtidos dos prontudrios dos pacientes no arquivo meédico do hospital. Foi
possivel localizar 62 prontuarios, com informacgdes satisfatorias em relaciio a4 idade e histonia

pregressa de tabagismo ou etilismo.

A partir desses 69 pacientes foram identificadas 76 biopsias ou pecas cirargicas,
sendo possivel a localizagdo do bloco de parafina em 73 casos. Porém, durante a realizagdo da
parte experimental do trabalho, varios casos foram descartados da amostra, devido a problemas

téenicos (material insuficiente ou inadequado para analise).

A amostra final estd constitivida por 57 pacientes e 65 biopsias ou pecas
ciriirgicas com material satisfatorio para analise (09 pacientes contribuiram com 02 bioOpsias),
sendo 45 casos de carcinoma epidermoéide da regifio gldtica e 20 lesdes displasicas das cordas
vocais. O grupo de lesdes displdsicas engloba 05 casos de displasia leve, 05 casos de displasia

moderada e 10 casos de displasia grave/ carcinoma in situ”.

4.2. METODOS

Todo o material examinado foi fixado em formalina a 10%, tamponada ou nio, e

incluido em parafina Os diagndsticos e a graduacdo histologica das neoplasias e lesdes pré-
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cancerosas foram revistos nas secgdes histologicas de 6u, coradas pela hematoxilina-e-eosina, por
dois observadores (HLB ¢ AMA). Os casos de carcinoma invasor foram graduados de acordo
com o esquema de Broders em bem, moderadamente e pouco diferenciado. As lesSes displasicas
foram classificadas em displasia leve, moderada, grave e carcinoma "in situ”, seguindo a proposta
da OMS, levando-se em consideragio como pardmetro diagnostico o maior grau de displasia

presente.

A pesquisa do HPV foi realizada pela técnica da hibridizagio "in situ", em cortes
de parafina (5-6u) apostos em 1dminas de vidro submetidas a tratamento prévio com organosilano
a 2% em acetona (3-aminopropil-trietoxi-silano — SIGMA codigo A3648-USA). Todas as

laminas com os cortes histoldgicos permaneceram por uma hora em estufa aquecida a 100°C.

Foram utilizadas as seguintes sondas biotiniladas com sequéncias de DNA
complementares ao DNA viral: Wide Spectrum (DAKO, codigo Y1404), 6/11 (DAKO,
cédigoY1411), 16/18 (DAKO, cddigo Y1412) e 31/33 (DAKO, codigo Y1413). A sonda Wide
Spectrum detecta DNA dos HPVs tipos 6, 11, 16, 30, 31, 33, 45, 51 e 52.

Em todas as reagBes constavam casos de controle positivo ¢ negativo, selecionados
a partir de biopsias de lesOes displasicas da regido ano-genital, previamente estudadas pela
técnica da hibridizag8o "in situ” e demonstrando positividade para o HPV dos tipos 6/11, 16/18 e
31/33. Os controles positivos receberam a sonda contendo o DNA viral e os controles negativos

apenas solugdo tampdo.

O protocolo usado nas reacdes de hibridizagdo "in situ" consta das seguintes

etapas:

Desparafinizacio: os preparados histologicos sdo desparafinizados através de sucessivos banhos
em xilol e dlcoois de diferentes concentragdes ( xilol, alcool a 99%, alcool a 95% e 4alcool a

70%).

Digestio Enzimatica: o material é submetido a digestdo enzimatica em uma solugdo contendo
0,08g de pepsina diluida em 100ml de HC1 a 0,2N, durante dez minutos, em estufa aquecida a

37°C. O tempo de digestdo ¢ reduzido para cinco minutos nos casos em que o material mostra-se
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escasso. O processo de digestdo enzimatica tem como objetivo o desmascaramento do DNA alvo,

permitindo o acesso da sonda nucleotidica ac mesmo.

Lavagem com agitaciio em dgua destilada por cinco minutos.

Aplicac3o da sonda: apos secagem cuidadosa das ldminas, aplica-se aproximadamente 1 gota

(15pl) da sonda biotintlada sobre o corte de tecido, sendo o mesmo coberto com laminula.

Placa de agquecimento: as ldminas sdo depositadas em uma placa pré-aquecida a 90°C, onde
permanecem por seis minutos, com o objetivo de promover a abertura das fitas de DNA,

permitindo a formacg&o do hibrido.

Estufa "overnight": apds o aquecimento, as ldminas sfo transferidas a uma cimara mida,

sendo incubadas em estufa a 37°C, durante 18 a 30 horas.

Lavagem em solucdo estringente: completado o periode de incubagio as ldminas s3o retiradas

da estufa e colocadas em solugdo estringente (cinco minutos em agitagdo e dez minutos em banho
maria a 42°C). A solugdio estringente € preparada diluindo-se 2ml da solugio estringente
concentrada (DAKO, codigo 53500) em 98ml de agua destilada deionizada estéril (diluicdo de
1:50).

Lavagem em solucdo tampio: sdo realizadas trés lavagens de cinco minutos cada, com agitagio.
A solugio tampdo usada € constituida por Tris-Hel a 0,05 M e NaCl a 9,3 M (dilui¢iio de 1:10),
adicionando-se 1 ml de Tween 20 ( Monolaeureato de Polioxietilenosorbitano, SIGMA — P 9416)

a cada I litro da solugfo diluida em agua destilada.

Aplicacio de complexo Estreptavidina-Peroxidase: aplica-se a estreptavidina € a biotina

conjugadas a peroxidase que fazem parte do sistema de amplificacio de sinal da DAKO
{Reagentes 5, 6 e7 — DAKO CSA System, HRP).

Lavagem em sclucie tampéo (Tris-Hcl): séio realizadas trés lavagens de cinco minutos cada,

com agitacdo.

Reagente de amplificacio: apos secagem das ldminas aplica-se sobre o corte algumas gotas do

reagente de amplificacfo, que consiste em tiramina biotinilada e perdxido de hidrogénio

e e __..-..-.---m-w.wtw%
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(Reagente 8 — DAKO CSA System, HRP), permanecendo o material em cimara umida coberta

por cinco minutos, 4 temperatura ambiente.

Lavagem em solucio tampdo (Tris-Hcl): séo realizadas trés lavagens de cinco minutos cada,
com agitacdo.

Aplicacio_do complexo estreptavidina-peroxidase: apés secagem das ldminas aplica-se a

solugido contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (reagente 9 — Dako CSA System, HRP),

permanecendo em cimara umida coberta por quinze minutos, & temperatura ambiente.

Lavagem em soluciio tampio (Tris-Hel): sdo realizadas trés lavagens de cinco minutos cada,

com agitagdo.

Reagente cromogeno: as liminas sdo imersas em uma solugio contendo 60 mg de DAB ( 3' 3" —
tetra- hidrocloreto-diaminobenzidina- SIGMA, codigo D5637), 100 ml de tamp3o PBS, 500p1 de
peréxido de hidrogénio a 30% e 1 ml de DMSO, sendo retiradas quando adquirem uma coloragio

acastanhada.

Contra-coloracéioe: realizada em hematoxilina de Mayer por 60 segundos, seguindo-se lavagens

em agua corrente, agua amoniacal e dgua destilada.
Desitrataciio: sdo realizados banhos sucessivos em alcoois e xilol.

Montagem das liminas em resina Entellan (Merck, codigo 7961).

Leitura das Iiminas: a reagio foi classificada como positiva na presenga de uma coloragéo
acastanhada restrita ao micleo da célula, com varios matizes de intensidade, sendo considerada a
positividade dos controles como o sinal padrio. Além da intensidade da reagfio, observou-se a
quantidade aproximada de nucleos positivos e a localizagdo dos mesmos no tecido. Os casos com
intensa reacfio de fundo, em que havia concomitante coloragio do nmicleo e citoplasma, foram

considerados inconclusivos e submetidos a uma nova reagdo de hibridizacéo.



RESULTADOS



35

5. RESULTADOS

A maioria dos pacientes estudados pertence ao sexo masculino (86%) e
apresentam historia de tabagismo (87%) e etilismo (55,5%). A idade variou de 34 a 85 anos, com
média de 56 anos. Nos casos positives para o HPV, a idade variou de 52 a 85 anos, com média de
65.4. A maioria (85,7%) era do sexo masculino, sendo todos fumantes. Em 03 casos (42,9%)

havia histéria de etilismo.

Os 45 casos de carcinoma epiderméide foram obtidos de biépsias laringoscopicas
(24 casos) ou de espécimens de laringectomias (21 casos). Destes carcinomas, 22.2% foram
classificados em bem diferenciados, 68,9% em moderadamente diferenciados e 8,9% em pouco
diferenciados. Os 20 casos de lesdes displasicas foram distribuidos em trés grupos: displasia leve

- 05 casos, displasia moderada - 06 casos e displasia grave/carcinoma "in situ” - 09 casos.

Sete casos (10,7 %), dos sessenta e cinco estudados, revelaram positividade para o
DNA do HPV através da técnica de hibridizagéo "in situ", sendo 01 de displasia moderada, 02 de
carcinoma "in situ" e 04 de carcinoma invasor. As 05 bidpsias com o diagnostico de displasia
leve foram negativas. Desta forma, 8,8% (4/45) dos carcinomas invasores foram positivos para o

HPV, enquanto 15% (3/20) das lesdes displasicas demonstraram tal positividade (Tabela 3).

Em 04 casos houve detecgio de DNA viral dos tipos 6/11 e 16/18 e em 03 apenas
a sonda WS fo1 positiva, ndio permitindo determinar o tipo de HPV presente. No grupo de lesGes
displasicas, houve positividade para os tipos 6/11 - 01 caso, WS e 16/18 - 01 caso e apenas WS -
01 caso. No grupo dos carcinomas invasivos encontramos positividade apenas para a sonda WS
em 02 casos, sendo os demais positivos para as sondas WS, 6/11 e 16/18 em conjunto. Nenhum
caso foi positive para os tipos 31/33. Néo fo1 possivel avaliar as sondas 6/11 e 31/33 em 01 case
de displasia moderada ¢ 02 casos de carcinoma invasor, devido a escassez ou inadequagdo do

material (Tabelas 4, 5 ¢ 6).

A intensidade das rea¢des positivas variou de leve a moderada, com isolados a

varios nucleos positivos, predominantemente localizados nas camadas superficiais e
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intermediarias do epitélio. Areas de epitélio normal e displasico (displasia leve a moderada)

adjacentes ao carcinoma invasor também foram positivas em dois casos (Tabelas 7 e 9).

Alteragdes morfologicas semelhantes as descritas nas lesdes associadas ac HPV na
regifio ano-genital, tais como atipias coilocitéticas e binucleagdes, foram identificadas em 35,9%
dos casos (24/65), predominando nos carcinomas invasivos {26,1%). A maioria da amostra
estudada (64,1%) nio apresentou sinais morfoldgicos sugestivos de infecgiio pelo HPV. As
atipias coilocitoticas foram detectadas nas camadas superficiais do epitélio carcinomatoso, que
em geral apresentava aspecto bem diferenciado, com padrio espiculado ou papilifero € no epitélio
displasico adjacente ao tumor. Em 03 casos (12,5%) encontramos positividade para o HPV nas
areas com atipias coilocitoticas, porém na malonia das lesSes (87,5%), ndo foi possivel
demonstrar a assoctagio do DNA do HPV, através da hibridizagdo "in situ”, com tais altera¢des
morfologicas. Ao analisar a relagdo entre a presenca de atipia coilocitdtica e positividade para o
HPV, por meic do teste exato de Fisher, encontramos um p > 0,05, que ndo é significativo
(Tabela 8).

Os casos positivos estdo relacionados abaixo:

Caso 1 (B-73/94): Material constituido por biopsia laringoscopica, com o diagnéstico de
carcinoma "in situ”. Apenas a sonda 6/11 foi positiva, corando levemente poucos nicleos nas
camadas superficiais e intermediarias do epitélio. Auséncia de alteragBes morfoldgicas associadas

ao HPV.

Caso 2 (B-5254/95): Material constituido por bi6psia laringoscopica com o diagnéstico de
carcinoma "in situ". Apenas a sonda WS foi positiva corando moderadamente raros nicleos nas

camadas superficiais do epitélio. Auséncia de alteragdes associadas ac HPV

Caso 3 ( B-9969/96). Material constinido por biopsia laringoscopica com o diagnéstico de
displasia moderada apresentando positividade para as sondas WS e 16/18, com esparsos nicleos
corados nas camadas superficiais da area carcinomatosa e epitélio normal adjacente. Presenca de
atipias coilocitdticas positivas (WS e 16/18), nessas mesmas areas. Observamos também pequeno

foco de displasia grave, o qual foi negativo para o HPV.
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Caso 4 (B-67069): Matenial constituido por bidpsia laringoscopica, com o diagnéstico de
carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Apenas a sonda WS foi positiva no epitélio
neoplasico, corando levemente esparsos micleos. Presenca de atipias coilocitéticas focais no

epitélio displasico adjacente, que foram negativas para o HPV.

Caso 5 (B-71527): Material constituido por produto de laringectomia total, com o diagnéstico de

carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado (Figura 1). Apenas a sonda WS foi positiva
no epitélio neoplasico, corando moderadamente raros nicleos nas camadas superficiais, em éareas
com atipias coilocitéticas (Figuras 2 e 3). Entretanto, essa area positiva nio esta presente nos

cortes das outras sondas.

Caso 6 (B-7954/95). Material constituido por produto de laringectomia parcial, com o
diagnodstico de carcinoma epidermdide moderadamente diferenciado. As sondas WS, 6/11 e 16/18
foram positivas no epitélio neopliasico e no epitélio displasico adjacente 4 lesdo. Raros a varios
nucleos apresentaram coloragdo com leve a moderado grau de intensidade (Figuras 4 e 5). Nio

houve coincidéncia de areas positivas. Auséncia de alteracdes morfoldgicas associadas ao HPV.

Caso 7 (B-7878/93). Material constituido por produte de laringectomia total, com o diagnostico
de carcinoma epidermdide moderadamente diferenciado. As sondas WS e 16/18 foram positivas
no epitélioc carcinomatoso e no epitélio displasico adjacente, com isolados niicleos leve a
moderadamente corados. A sonda 6/11 apresentou positividade no epitélio normal e displasico
adjacente ao carcinoma, com raros a varios nucleos leve a moderadamente corados, localizados
predominantemente em suas camadas superficiais e intermediarias (Figuras 6 e 7). Essas mesmas
areas também apresentavam atipias coilocitéticas e binucleagles, O epitélio carcinomatoso nio

foi positivo para a sonda 6/11.

Todos os controles positivos apresentaram nucleos fortemente corados (+++) nas
camadas superficiais do epitélio, geralmente nas areas de coilocitose (Figura 8). Entretanto,
também era possivel detectar nicleos com positividade leve a moderada, localizados nas camadas
intermediarias do epitélio controle, de forma semelhante aos vistos nos casos positivos da
amostra (Figura 9). Nenhum dos 07 casos positivos apresentou nicleos corados com a mesma
intensidade dos micleos superficiais do grupo controle. Nenhum caso dos controles negativos

apresentou nucleos corados.
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TABELA 3

Distribuicio dos casos em relagiio a positividade para o HPV

LESAO N % HPV+ HPYV -
Lesdes displasicas 20 30,8 03(15%) 17 (85%)

- Displasia leve 05 76 O 05 (100%)
- Displasia moderada 06 92 01(16,6%) 05(83,4%)

- Displasia grave/ Ca "in situ” |09 13,8 02 (22,2%) 07 (77,8%)
Carcinoma invasor 45 692 04 (8,8%) 41 (91,2%)

Total 65 100 07(10,7%) 58(89,3%)




TABELA 4

Freqiiencia de positividade das sondas

Sonda |N %dototal % doscasos+

ws |6 92665 857(6/7)
16/18 |3 4,6 (3/65) 42,8 (3/7)
6/11 |3 4,8(3/62)* 42,8(3/7)

31133 |0 O 0

* Material insuficiente para analise em 3 casos

TABELA S

Distribuicio das sondas em relagcio aos casos positivos

Sonda Namero de casos % do total % dos casos + Les#o

4,6 42,8 Ca " situ” (01)

[¥3]

WS

Carc. Inv. { 02)

6/11 1 1,5 14,2 Ca "in situ”

WS +16/18 i 1,5 14,2 Displasia
Moderada

WS +6/11+ 16/18 (2 3 28.5 Carcinoma inv.

Carcinoma inv. = Carcinoma invasor, Ca"in situ" = carcinoma "in situ"



TABELA 6

Distribuicio das sondas em relacdo ao tipo de lesio

SONDA DISPLASIA |DISPLASIA DISPLASIA CARCINOMA

LEVE MODERADA GRAVE/ INVASOR
CA "IN SITU"

Wide Spectrum

Positivo 0 1(16,6%) 1(11,1%) 4(8,6%)

Negativo 5(100%) 5(83,4%) 8(88,8%) 41(91,1%)

16/18

Positivo 0 1(16,6%) 0 2(4.4%)

Negativo 5(100%) 5(83,4%)) 9(100%) 43(95,6%)

6/11

Positivo 0 0 1(11,1%) 2(4,4%)

Negativo 5(100%) 5(100%) 8(88,8%) 43(95,6%)

31/33

Positivo 0 0 0 0

Negativo 5(100%) 5(100%) 10(100%) 45(100%)
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TABELA 7

Distribuic@o dos casos positivos em relaciio a idade, sexo, tabagisme, etilismo, tipo de sonda

¢ tipo de epitélio

Caso |Idade Sexo Tab. Etil. WS 16/18 6/11 31/33 N D C
1 66 M + - - - + - - + -
2 85 M + - + - - - - + -
3 59 M + + + o+ - - + + -
4 70 M + + + - - - - - +
5 62 M + + + - - - - - +
6 52 M + - + 4+ + - - + +
7 50 F + - + 4+ + - + + +

M = Masculino, F= Feminino; Tab. = Tabagismo; Etil. = Etilismo; N = Epitélio Normal, D =

Epitélio Displasico (Displasia leve a Ca "in situ"); C = Epitélio carcinomatoso
TABELA 8
Relacio entre a presenca de atipia ceilocitdtica e His positiva para o HPV

Atipia coilocitotica + | Atipia coilocitotica - | Total

His+ |3 3 6
His- {21 38 59
Total (24 41 65

Probabilidade de Fisher = 0, 9999; p > 0,05



Tabela 9

Distribuigdo das sondas em relaciio ao tipo de epitélio
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Caso/SondaEp. Intensidade Nitcleos + Localizagio Coilocitose
1&ADD + + 1 -
2(WS)D + + 8 -
3(WSN + + S +
3(WS)D ++ ¥ s .
316118 N + + 8 +
3(16118)D + + ) +
4(WS)C + + s -
5(WS)C + + s .
6(WE)D + ++ 81 -
G (WS C + ++ 5 -
6(1618) D + + 51 -
6 (16118) C + + s1 -
6(6/1H) D -+ =+ 3 -
6(6/11) C ++ ++ 3 -
7(WS) D + + S )
7(WS)C ++ + $ -
7 (16/18) D + + S )
T{6/18) C et + 8 i}
THEANN ++ ++ 5 +
76NN D ++ ++ 31 +

Ep. = epitélio; N = epitélio normal; D = epitélio displasico; C = epitélio carcinomatoso; S = camada superficial; I = camada

inttermedidria. Intensidade: + = leve, ++ = moderada. Nuacieos: + = raros, ++ = varios.




FIGURA 1- Carcinoma epiderméide moderadamente diferenciado da laringe (B-71527-
Caso 5). Presenca de alteracdes morfologicas sugestivas de infeccio pelo HPV (atipias

coilocitéticas e binucleacdes) nas camadas superficiais e intermedidrias ( HE-165X).
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FIGURA 2- Caso anterior apresentando positividade para o HPV pela hibridizacio "in
situ" (sonda WS) em raros nicleos localizados nas camadas superficiais do epitélio (HIS,

330X).
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FIGURA 3 — Detalhe da figura anterior mostrando o sinal positivo restrito ao nicleo

(comparar com os niicleos adjacentes nagativos) (HIS, 825X).
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FIGURA 4 — Epitélio displasico adjacente a area de carcinoma invasivo da laringe (B-
7954/95-Caso 6) exibindo niicleos positivos para o HPV dos tipos 16/18 através da
hibridiza¢ao "in situ" (HIS, 330X).
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FIGURA 5 — Detalhe da figura anterior. Os niicleos positivos estio localizados nas camadas
superficiais e intermedidrias do epitélio, com intensidade do sinal variando de leve a

moderada (HIS, 825X).
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FIGURA 6 — Epitélio escamoso normal da laringe, proximo a uma irea de carcinoma
invasivo (B7878/95- Caso 7), mostrando virios niicleos positivos para o HPV dos tipos 6/11
através da hibridizacio "in situ" (HIS, 330X).
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FIGURA 7- Detalhe da figura anterior, com niicleos moderadamente corados (HIS, 825X).
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FIGURA 8 — Controle positivo constituido por condiloma acuminado da regidio genital
mostrando intensa positividade para o HPV dos tipos 6/11 por meio da hibridizacio 'in
situ" (HIS, 330X).
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FIGURA 9 — Detalhe da figura anterior, mostrando nucleos com intensidade de coloracao
semelhante ao encontrado nas lesdes da laringe do presente estudo, ao lado de nucleos

fortemente positivos (HIS, 330X).
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6. DISCUSSAO

6.1. O HPV come agente etiolégico dos carcinomas da regiiio ano-genital

O virus do papiloma humano (HPV) é considerado o principal agente etiologico do
carcinoma epidermdide do colo uterino. O papel fundamental do HPV no mecanisme de
carcinogénese do epitélio escamoso cervical, estd baseado nos resultados de varios trabathos que
demonstram a presenga de material genético desse virus, por meio de técnicas de biologia
molecular, na grande maioria dos carcinomas e lesdes displasicas dessa regido (WILBUR,
REICHMAN, STOLER, 1988; GARUTI et al, 1989; GUPTA et al, 1989; WRIGHT et al, 1994;
PARK et al, 1995; ZUR HAUSEN, 1995; GUPTA, 1997; LIE et al, 1997, MEISELS & MORIN,
1997a; WALBOOMERS & MEUER, 1997, ZHEBE & WILANDER, 1997). Segundo
WALBOOMERS & MEIJER (1997), os dados provemientes de diversos estudos epidemiologicos
sustentam o HPV como um fator central no desenvolvimento do carcinoma cervical, sendo os

demais fatores de menor importancia.

6.2. O HPV e as lesdes epiteliais da cabeca e pescoco

Na regido da cabega e pescogo, o fumo e o dlcool sdo os principais fatores
associados ao desenvolvimento do carcinoma epiderméide. Entretanto, a presenga de DNA do
HPV em lesdes proliferativas epiteliais benignas e malignas dessa regio também tem sido
descrita, sugerindo uma possivel participagdo desse virus na carcinogénese do trato aero-
digestivo superior (DEKMEZIAN, BATSAKIS, GOEPFERT, 1987, BRANDSMA &
ABRAMSON, 1989; BRACHMAN et al, 1992; YEUDALL, 1992; OSTWALD et al, 1994,
SNIDJERS et al, 1996; CHEN et al, 1997, KOUFMAN & BURKE, 1997; McCAIG et al, 1998,
WILCZYNSKI et al, 1998).
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McKAIG et al (1998), revisando extensamente a literatura relacionada a detecgio
do HPV em carcinomas da cabega ¢ pescogo, através da técmica do PCR, relatam uma
positividade global de 34,5%(416/1205). Os maiores indices de prevaléncia foram na cavidade
oral (59%), sendo de 77% nas tonsilas palatinas, 44% no assoalho da boca, 42,8% no palato e
35% na lingua. Na faringe, a prevaléncia obtida dos dados da literatura compilados por esses

autores, foi de 43% e na laringe 33%. O HPV do tipo 16 foi 0 mais freqiientemente identificado.

Na laringe, a papilomatose juvenil e do adulto e o carcinoma verrucoso sio
consideradas lesGes associadas ao HPV. Nos papilomas, os tipos 6 e 11 sdo freqiientemente
detectados, de forma semelhante ao que ocorre nas displasias de baixo grau da regifio ano-genital,
embora os tipos 16/18 também sejam descritos nos casos em que hé transformac¢io maligna. A
grande maioria dos carcinomas verrucosos, uma variante extremamente bem diferenciada do
carcinoma epidermoéide, alberga DNA do HPV 16 (KASHIMA et al, 1988; ZAROD et al, 1988,
LEVI et al, 1989, LINDEBERG et al, 1989; BRANDSMA et al, 1990; DOYLE et al, 1994;
GALE et al, 1994; SIMON et al, 1994; LIE et al, 1996, KI.OZAR et al, 1997; LIN et al, 1997;
RIMMEL et al, 1997).

6.3. Detecciio do HPV nos carcinoma da laringe: His x PCR

A presenga de DNA do HPV em carcinomas epidermoides da laringe tem sido
demonstrada através de varias técnicas, com indices de positividade variando de 3 a quase 70%
dos casos {(SHEURLEN et al, 1986; SYRJANEN et al, 1987, BRANDSMA & ABRAMSON,
1989; KIYABU et al, 1989; HOSHIKAWA et al, 1990; KULSKI et al, 1990, PEREZ-AYALA et
al, 1990; MORGAN et al, 1991; BRANDWEIN et al, 1993; GOURGOLIS et al, 1994;
SHIDARA et al, 1994; SIMON et al, 1994; CLAYMAN et al, 1994; SNIDJERS et al, 1996,
ALMADORI et al, 1996; SHEN et al, 1996; CEROVAC et al, 1996; LIE et al, 1996; POLJAK et
al, 1997; VOWLES et al, 1997).

A maioria desses trabalhos usou a técnica da reagdo em cadeia da polimerase

(PCR). Embora o PCR seja considerado o método mais sensivel, houve uma grande variagao nos



54

indices de positividade entre os trabalhos que usaram essa técnica (3,3 a 66%). Tal variagdo deve-
se, provavelmente, a diferencas geograficas, amostrais ¢ metodologicas. BRANDSMA et al
(1989), investigaram a variagio na freqiiéncia de detecgdo do HPV, por meio do Southern blot,
em diferentes laboratorios. Esses autores concluiram que essa disparidade de resultados entre
laboratorios estava relacionada com a padroniza¢io dos métodos de identificacio do HPV e

explicaria as diferentes taxas de prevaléncia publicadas.

Um grande incoveniente do PCR € a possibilidade de resultados falso positivos,
devido a altissima sensibilidade da técnica, capaz de amplificar quantidades infimas de DNA
viral. WRIGHT & WYNFORD-THOMAS (1990), recomendam a ndo inclusdo de grupos
controles positivos nos estudos que pesquisam DNA viral, como uma forma de evitar a
contaminagdo da amostra por material genético proveniente dos mesmos. Todos os trabalhos que
pesquisaram a presenga de DNA do HPV em carcinomas da laringe, pelo PCR, usaram controles
positives. Em que pese o rigor metodologico dos mesmos, inclusive com a incluséo de controles
negativos, é valido considerar a possibilidade de contaminacdo da amostra, pelo menos em
alguma parcela de casos, causando resultados positivos falsos, como aventado por WRIGHT &
WYNFORD-THOMAS (1990).

A técnica da hibridizagdio "in situ”", utilizada no presente trabalho, apesar de menos
sensivel do que o PCR e as técnicas de hibridizagdo em membranas (Southern blot, Dot blot), € a
unica que permite localizar o sinal positivo no tecido estudado. Além disso, parece ser menos
susceptivel aos efeitos da fixacdo prolongada do que o PCR. No tecido fixado em formalina ndo
tamponada, segundo LIE et al (1996}, a hibridizagdo "in situ” é o método ideal para a detecg:io de
DNA do HPV.

Ha grande controvérsia em relago ao limiar de detecgiio de DNA do HPV, através
da hibridizagio"in situ", com valores minimos variando de 10 a até 800 copias virais por célula
(BURNS et al, 1987, ARENDS, 1991; NUOVO, 1994). Recentemente, uma técnica de
amplificagdo do sinal positivo aplicada em imunoensaios e reagdes imuno-histoquimicas, baseada
na deposigéo catalitica de compostos fenolicos (tiramina) biotinilados, foi adaptada para reagdes
de hibndizagio "in situ” (BOBROW et al, 1989, PODDIGHE et al, 1996). Com essa

modificacdo, PODDIGHE et al {(1996), conseguiram aumentar consideravelmente a sensibilidade
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da hibridizagio "in situ", na deteccio do HPV, mesmo quando uma quantidade pequena de copias
virais est4 presente no tecido. De acordo com esses autores, o uso dessa técnica podenia substituir

o PCR, como método de identificacio do HPV, nos carcinoma cervicais.

6.4. Freqiiéncias de positividade

Em nosso trabalho, encontramos 8,8% (4/45) de positividade para o HPV nos
casos de carcinoma epidermodide estudados através da técnica da hibridizagdo "in situ”, com
amplificagio do sinal por deposi¢do de tiramina biotinilada. Esse resultado estd proximo aos
demontrados por SYRJANEN et al (1987), com 12,9% de casos positivos estudados através da
hibridizac@o "in situ"com sondas radiomarcadas ¢ BRANDSMA & ABRAMSON (1989), com
10% de casos positivos, usando a técnica do Southern blot. Nosso indice de positividade
praticamente sobrepde-se aos verificados por BRANDWEIN et al (1989), LIE et al (1996) e
SHEN et al (1996), que trabalharam com ¢ método do PCR. Entretanto esta bem abaixo do
demonstrado por CEROVAC et al (1997), que por meio da hibridizagdo "in situ” com sondas
marcadas pela digoxigenina, conseguiram detectar DNA do HPV em 42% dos casos estudados. E
possivel que o uso da digoxigenina, ao invés da biotina, como marcador das sondas, tenha
contribuido no encontro dessa freqiiéncia maior, ao aumentar a sensibilidade do método

(MORRIS et al, 1990).

Em relagfio as lesdes displasicas, identificamos DNA do HPV em 15% (3/20) dos
casos, sendo 01 caso de displasia moderada ¢ 02 de carcinoma "in situ". Houve positividade
também em trechos de epitélio displasico (displasia leve a moderada) adjacentes a carcinomas
invasivos ( casos 6 ¢ 7). Esse resultado esta proximo ao relatado por FOURET et al (1995), com
10,5% de casos positivos. Esses autores, que estudaram lesdes queratéticas das cordas vocais,
identificaram HPV em apenas um caso de displasia grave ou carcinoma "in situ”, sendo os
demais casos positivos constituidos por lesdes sem nenhum grau de displasia ou com displasia
leve/moderada. LINDEBERG & KROGDAHL (1997), estudando lesGes displasicas pelo PCR

encontrou positividade para o HPV em 1/30 (3,5%) casos. O unico caso positivo estava
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representado por uma displasia leve, proveniente de uma paciente com historia de papilomatose
laringea recorrente. ELO et al (1993), GALLO et al (1994), GOURGOLIS et al (1994) e
POLJAK et al (1997) nfio conseguiram demonstrar a presenca do HPV em lesbes displasicas da
laringe, através das técnicas de hibridizaciio "in situ” e PCR. Esses tltimos autores, porém,
detectaram HPV do tipo 6, pelo PCR, em 1/19 (5,2%) casos de hiperplasia simples das cordas
vocais, sem sinais de displasia. Curiosamente, KASHIMA et al {1986), conseguiram demonstrar
positividade para o capsideo do HPV, por meio da imunoperoxidase, em 33% (20/60) dos

carcinomas "in situ" estudados, sendo essa a maior fregilencia descrita pa literatura, para esse

grupo de lesdes.

6.5. Tipos de sondas detectadas

O HPV dos tipos 16, 6 e 11 sdo os mais frequentemente detectados nos carcinomas
da laringe. No presente trabaiho, trés casos foram positivos para uma sonda mista que detecta
DNA dos tipos 16 e 18. Como o indice de positividade para o HPV do tipo 18 descrito na
literatura é muito pequeno (GOURGOLIS et al, 1994; SHIDARA et al, 1994; SHEN et al, 1996),

provavelmente nesses casos houve detecgfio apenas de DNA do HPV 16.

No grupo dos carcinomas invasivos, identificamos dupla positividade para as
sondas 6/11 e 16/18 em dois casos. Ndo houve coincidéncia de areas positivas, sendo que em um
caso a sonda 6/11 foi positiva apenas no epitélio displasico adjacente ao carcinoma. SYRJANEN
et al (1987) encontraram dupla positividade em 33,3% dos casos positivos para o HPV, com o
seguinte padrio: 6 e 11 em um caso, 6 e 16 em dois casos, 11 € 16 em dois casos. CEROVAC et
al (1996) também apresentam trés casos de carcinoma laringeo com dupla positividade para os
tipos 6 ¢ 16. SIMON et al (1994) descrevem vum caso de carcinoma da laringe em uma
adolescente de 12 anos, com dupla positividade para os tipos 18 e 33, sem histona prévia de
papilomatose. Esses autores propdem que a co-infec¢dio por dois tipos distintos de HPV poderia

substituir os agentes carcinogénicos normalmente presentes no carcinoma da laringe do adulto.
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No grupo das lesBes displasicas, observamos um caso positivo para a sonda 6/11 e
um ¢aso positivo para a sonda 16/18. FOURET et al (1995) detectou apenas o tipo 16 nas lesdes
displasicas positivas para o HPV. LINDEBERG & KROGDAHL (1997), no conseguiram
especificar o0 HPV presente no Unico caso de displasia positivo. A analise do DNA. viral por
técnicas de biologia molecular ("Restriction Fragment Lenght Polymorphy Analysis”) sugeria um

tipo ainda nao conhecido.

Ao todo, obtivemos indices de positividade idénticos para as sondas 6/11 ¢ 16/18,
ou seja, 42,8% dos casos positivos para o HPV. Nio cbstante existir uma associagéio etiologica
entre os tipos 6/11 e os papilomas escamosos da laringe, nenhum dos casos positivos para o HPV
possuia historia prévia de papilomatose. Ndo encontramos nenhum caso positivo para a sonda
31/33, o que pode representar uma baixa incidéncia desses tipos na laringe. Contudo, em trés
casos nao foi possivel especificar o tipo de HPV presente, pois apenas a sonda "Wide Spectrum”
resultou positiva. Desta forma, como essa sonda € capaz de detectar além dos tipos 6, 11 e 16,
também os tipos 30, 31, 33, 45, 51 e 52, no podemos descartar a possibilidade de positividade
para os mesmos, nesses casos. No caso 5, a area corada pela sonda WS ndo aparecia nos demais
cortes, justificando a negatividade das sondas restantes. De forma analoga, a presenga de reagio
positiva para uma determinada sonda, com aus€ncia de positividade nas demais, pode ocorrer
devido a concentragdo do material genético do virus em apenas um espago limitado do tecido, o
qual foi totalmente representado em um unico corte do material emblocado em parafina. Esse
fendmeno poderia explicar, por exemplo, a falta de positividade para a sonda WS no caso 1, cuja

reagdo para a sonda 6/11 foi positiva.

6.6. Intensidade das reacdes

A intensidade das reac¢®es positivas variou de leve a moderada, enquanto os
controles positivos, constituidos por lesGes condilomatosas da regido ano-genital mostraram
micleos fortemente corados em suas camadas superficiais. CEROVAC et al (1996), relatam um

padrdo semethante de intensidade nos casos de carcinoma da laringe positivos pela hibridizacdo
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"in situ” e sugerem que o encontro de nucleos leve a moderadamente corados € conseqiiéncia do
baixo nimero de copias virais presente. Ao conirario, nos controles positivos, que sdo lesdes
associadas 4 producfio de grande quantidade de particulas virais, h4 intensa reagio positiva nos
micleos superficiais com coilocitose. A presenga de um sinal fracamente positivo pode
representar também uma reagio cruzada com outro tipo de HPV ndo pesquisado ou ainda
desconhecido (GARUTI et al, 1989). Finalmente, o processamento do material em formalina ndo
tamponada ¢ a falta de padronizagdo do tempo de fixagdo pode ter tido alguma influéncia nos
resultados verificados, seja diminuindo os indices de positividade ou prejudicando a intensidade
do sinal positivo (STOLER, 1994; NUOVO, 1994; McNICOL & FARQUHARSON, 1997).

6.7. Localizaciio do sinal positivo

A maioria dos nucleos positivos estavam localizados focalmente nas camadas
superficiais do epitélio displasico ou carcinomatoso, ndo sendo observado positividade nas
camadas basais ou nos blocos carcinomatosos invasivos. Em dois casos, o epitélio displasico

adjacente ao carcinoma invasivo também exibia nucleos positivos nas camadas superficiais.

SYRJANEN et al (1982), através da imunoperoxidase, identificaram positividade
para o capsideo viral do HPV predominantemente localizada no tergo superior do epitélio
displésico adjacente ao carcinoma, em #&reas com aspecto de coilocitose. Ocasionalmente,
segundo esse mesmo trabalho, nicleos positivos também foram identificados no componente
invasivo dos carcinomas. SYRJANEN et al (1987), usando a técnica da hibridizagdio "in situ",
apresentam casos com positividade limitada as camadas superficiais do epitélio carcinomatoso,
porém nfio especificam se esse padréo esteve presente em toda a amostra estudada. CEROVAC et
al (1996) e LIE et al (1996), que pesquisaram a presenga do HPV pela hibridizagdo "in situ, ndo

relataram a localizagfo do sinal positivo no tecido neoplasico.

Esse padrdo de distribui¢do topografica do HPV também ¢é descrito na maioria das
lesdes epiteliais de baixo grau da regido ano-genital, onde ha progressivo aumento na intensidade

do sinal positivo a partir das camadas profundas, em diregio as camadas superficiais (WILBUR
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et al, 1988; GARUTI et al, 1989; GUPTA et al, 1989, SCHNEIDER et al, 1991). De acordo com
GARUTI et al (1989), reflete a relacdo entre a replicagdo viral e a diferenciagio da célula
escamosa. No entanto, a maioria das lesGes de alto grau do colo uterino exibem um padrio
difuso, com distribuigéo uniforme do sinal positivo em todas as camadas do epitélio (GUPTA et

al, 1989; SCHNEIDER et al, 1991).

6.8. Positividade no epitélio normal

Em dois casos da nossa amostra, o epitélic normal adjacente apresentou
positividade para ¢ HPV. No caso 3, o epitélio normal adjacente ao carcinoma "in situ" mostrou
nicleos corados pelas sondas WS e 16/18. O caso 7, por sua vez, exibia um pequeno segmento de
epitélio normal, adjacente ac carcinoma invasive, positivo para a sonda 6/11. Esses achados
sugerem a possibilidade de infeccdo latente pelo HPV na mucosa normal da laringe. O
significado biolégico desse fato, porém, ainda njo estd esclarecido. Serta o HPV um virus
comensal do epitélio laringeo? O encontro de HPV dos tipos 6 ¢ 11, agentes etioldgicos dos
papilomas, representaria formas histologicas frustras e sub-clinicas dessas lesdes? A presenca do

HPV 16 tornaria esse epitélio mais propenso a transformagéo neoplasica?

A presenca do HPV no epitélio laringeo normal préximo ou distante da area de
carcinoma, nos casos positivos para o mesmo, € descrita na literatura, com indices de detecgdo
variando de 14 a 62% (PEREZ-AYALA et al, 1990; MORGAN et al, 1991; ALMADORI et al,
1996). BRANDSMA & ABRAMSON (1989), observaram positividade para o HPV dos tipos 11
e 16 em 4% dos casos controles, constituidos por mucosa laringea proveniente de pacientes com
lesBes benignas. NUNEZ et al (1994), pesquisaram a presenga do HPV em laringes obtidas de
autépsias, por meio do PCR, encontrando 25% (3/12) de positividade para o tipo 11.
RIHKANEN, PELTOMAA, SYRJANEN (1994), trabalhando com bidpsias obtidas de pacientes
com laringite crénica ou nédulos das cordas vocais, identificaram HPV dos tipos 6 ¢ 11, através

do PCR, em 19% (6/32) dos casos.
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ALMADORI et al (1996), levantam a hipGtese de que a presenca do HPV por
longo tempo na mucosa laringea normal, representaria um fator de risco para o desenvolvimento
de carcinoma. BRANDSMA & ABRAMSON (1989), RIHKANEN et al (1994) ¢ POLJAK et al
(1997), ao contrario, acreditam que a detecgiio do HPV no epitélio normal indica que ndo é
possivel inferir uma relagdo causal entre o virus € o carcinoma da laringe, apenas pelo encontro

do mesmo nessa lesgo.

6.9. Alteracoes morfolbgicas sugestivas de infeccao pelo HPV

A idéia de que o HPV poderia estar associado ao carcinoma da larninge foi langada
inicialmente por SYRJANEN & SYRJANEN (1981), ao detectarem alteragdes histologicas
supostamente atribuidas ao virus (coilocitose e multinucleagio) em uma proporgdo significativa
de casos de carcinoma laringeo estudados (49/116). Posteriormente, SYRJANEN et al (1982),
conseguiram demonstrar a expressdo do capsideo viral, por meio da imunoperoxidase, em 36,1%
dos casos com essas alteragdes, que foram classificadas em trés grupos: lesdo do tipo condiloma
plano, lesdo papilomatosa e lesdo invertida. SYRJANEN et al (1987), relatam a presenca de
alteraces morfologicas sugestivas de infecgdo pelo HPV em 40% dos casos positivos para o
virus através da hibridizagfo "in situ". Contudo, esses autores ndo descrevem a freqiiéncia de tais

alteracdes nos casos negativos, nem analisam estatisticamente os resultados encontrados.

No presente trabalho, verificamos que 35,9% da amostra estudada apresentava
alteracdes morfologicas indistinguivels daquelas descritas nas lesdes condilomatosas da regido
ano-genital. Alguns casos exibiam um aspecto papilifero, semelhante ao descrito por
SYRJANEN et al (1981). Entretanto, 87,5% dos casos com tais sinais histologicos ndo
demonstraram DNA do HPV pela hibridizagdio "in situ“. Mais ainda, ndo houve relagdo
estatisticamente significativa entre a presenga dessas alteragBes e a positividade para o HPV.
Assim, essas alteragdes morfologicas, classicamente associadas a infecgdio pelo HPV na regifio
ano-genital, quando presentes no epitélio escamoso da laringe, normal ou neoplasico, devem ser

interpretadas como inespecificas.
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BRANDWEIN et al (1992), descrevem um caso de carcinoma laringeo com
aspecto histologico fortemente sugestivo de infecgio pelo HPV mas com pesquisa negativa para
o virus através do PCR. GALLO et al (1994), estudando 115 lesdes hiperplasicas das cordas
vocais (queratoses) pela hibridizagio "in situ”, ndo encontraram nenhum caso positivo para o
HPV, nio obstante a presencga de alteragdes semelhantes a coilocitose, em 5,2% da amostra. Os
resultados desses autores corroboram os nossos e favorecem a hipotese de que tais alteracBes

histologicas ndo sdo especificas para o HPV, quando identificadas na laringe.

6.10. Graduacio histolégica

Todos os casos de carcinoma invasivo positivos para o HPV, em nosso trabalho,
foram graduados em bem ou moderadamente diferenciados. Nenhum carcinoma pouco
diferenciado apresentou positividade. HOSHIKAWA et al (1990), também verificaram um
predominio de carcinomas graduados em bem a moderadamente diferenciados, entre os casos
positivos para o HPV. PEREZ-AYALA et al (1990) e CEROVAC et al (1996), por outro lado,

observaram uma mator freqiéncia de HPV nos carcinomas pouco diferenciados.

6.11. Aspectos clinicos

Em relacdo ao presente estudo, as caracteristicas clinicas dos casos positivos
correspondem ao esperado para esse grupo de pacientes, ou seja, predominio do sexo masculino,
idade média de 65,4 anos, historia pregressa de tabagismo e etilismo. O encontro de 100% de
fumantes, no grupo positivo para o HPV, ndo confirma os achados de FOURET et al (1997), que
relataram uma freqiiéncia significativamente maior de HPV em carcinomas da cabega e pesco¢o

no grupo de ndo fumantes, em relagdo ao grupo com historia de tabagismo.
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6.12. Papel do HPV na etiopatogenia do carcinoma da laringe

Fundamentados no encontro de material genético de HPV de alto grau em
carcinomas da laringe, varios autores advogam a idéia de que esse virus atua como um cofator, ao
lado do fumo e &lcool, no processo de transformagio maligna desse orgio. O HPV poderia estar
presente desde os eventos iniciais da carcinogénese ou seria apenas um promotor, facilitando a
manutengio do estado transformado. Na opinifio desses autores, a hipotese de uma agdo
coadjuvante do HPV na carcinogénese laringea, estd de acordo com o paradigma atual de que
esse processo desenvolve-se em multiplas etapas e requer a participaglo sinérgica de varios
fatores (SYRJANEN et al, 1987, PEREZ-AYALA et al, 1990, MORGAN et al, 1991;
GOURGOLIS et al, 1994; SALAM et al, 1995; ALMADORI et al, 1996; CEROVAC et al, 1996,
SNIDJERS et al, 1996). De fato, KIM et al (1993), realizaram experimentos "in vitro",
comprovando que a transformagio maligna de ceratinocitos da mucosa oral, pode ser causada
através do efeito combinado de substdncias carcinogénicas derivadas do tabaco e HPV de alto
grau. GOURGOLIS et al (1994), verificaram uma relag@io inversa, no carcinoma laringeo, entre a
expressdo da proteina p53 e a positividade para o HPV, sugerindo uma participag¢do do virus no
mecanismo de transformaciio neoplasica nesses casos, via degradagiio do p53 pela oncoproteina
Eé6.

Os nossos resultados, assim como os de BRANDWEIN et al (1992), LIE et al
(1996), SHEN et al (1996), LINDEBERG & KROGDAHL (1997) e POLJAK et al (1997), ndo
favorecem uma relagdo causal entre o HPV ¢ o carcinoma da laringe. Entretanto, uma vez que
houve detecgiio de material genético do HPV 16, o qual estd associado a transformagio maligna
do epitéio escamoso na regidio ano-genital, ndio podemos descartar totalmente a possibilidade
desse virus atuar, eventualmente, como um cofator de menor importincia no mecanismo da

carcinogénese laringea.

Dessa forma, compartilhamos o pensamento de POLJAK et al (1997) e McKAIG
et al (1998), de que faz-se necessirio estudos epidemiolégicos multicéntricos, com uma

amostragem representativa, usando técnicas de detecgio padronizadas, para um maior
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esclarecimento sobre o papel do HPV na carcinogénese laringea e qual o seu significado

biolégico quando presente na mucosa normal.
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7. CONCLUSOES

7.1. Através da técnica da hibridizacdo "in sitn” com amplificagio do sinal foi possivel detectar
DNA do HPV em 8,8% dos casos de carcinoma epiderméide e 15 % dos casos de displasia
epitelial da laringe estudados. Essa baixa freqiiéncia observada, ndo favorece o HPV como
um fator etiolégico importante das displasias epiteliais e do carcinoma epiderméide da

laringe, na populagéo estudada.

7.2. No grupo positivo para o HPV, a freqiiéncia de detecgio dos tipos 6/11 e 16/18 foi de 26,5%
nos carcinomas epiderméides € de 14,2% nas displasias epiteliais. Os tipos 31/33 néo foram

encontrados em nenhum caso.

7.3. Ndo houve relagio estatisticamente significativa entre alteragdes morfolégicas sugestivas de
infeccio pelo HPV e positividade para o DNA viral, através da hibridizagdo "in situ". Tais
alteragdes, nas displasias epiteliais e no carcinoma epidermoide da larninge, sdo

provavelmente inespecificas.
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