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TS resumo

Carcinoma de células Introducdo: O carcinoma de células escamosas oral (OSCC) representa a neoplasia maligna mais
freqliente em boca, e, entre os agentes etioldgicos implicados, o papilomavirus humano (HPV) tem
sido extensivamente estudado nos Ultimos anos. Obijetivo: Analisar comparativamente os indices de

escamosas oral

HPV proliferacdo celular em OSCCs HPV-negativos e HPV-positivos. Material e método: A amostra consistiu
em 11 casos de OSCCs HPV-positivos (10 infectados por HPV-18 e um por HPV-16 e 18) e 13 HPV-
Proliferagao celular negativos, previamente analisados quanto a presenca ou auséncia, bem quanto & tipagem viral por

proteina C reativa (PCR) (primers GP5+/GP6+) e hibridizacéo dot blot, respectivamente. No método
imunoistoquimico utilizou-se a técnica da estreptoavidina-biotina, com anticorpo para a proteina
nuclear Ki-67. Resultados: O teste estatistico ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou que néo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos HPV-positivo e HPV-negativo (p = 0,72).
Discusséo: Os estudos semelhantes a estes sdo poucos e ndo sao concordantes em demonstrar maior
atividade proliferativa tumoral nos casos HPV-positivos em relacdo aos HPV-negativos, seja através da
analise da expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular, seja na analise direta da fracéo proliferativa
tumoral. Conclusdo: N&o houve diferenca no indice de proliferacdo celular entre os grupos de OSCCs
HPV-positivo e HPV-negativos.

Ki-67

abstract IIPSI""N

Background: Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is the most common malignant tumor in the mouth, | 0ral squamous cell
and the human papillomavirus (HPV) has been hardly studied as a possible etiologic agent. Objectives: The
aim of this study was to compare the rates of cell proliferation in HPV-positive and HPV-negative OSCC,
using the immunohistochemical antibody Ki-67. Material and method: The sample consisted of 11 cases | ypy
HPV-positive OSCC (10 cases infected with HPV-18 and 1 case infected with HPV-16 and 18) and 13 cases
HPV-negative OSCCs, previously analyzed regarding the presence or absence of HPV, as well as the viral type, | Cellular proliferation
using PCR (primers GP5+/GP6+) and dot blot hybridization, respectively. Immunohistochemical study was
performed by streptoavidin-biotin technique with antibody against nuclear protein Ki-67. Results: The mean
of positivity index of the HPV-positive OSCC (17.7%) was greater than HPV-negative OSCC (14.2%), however
the statistic analysis showed that standard deviation in both groups was very high, almost equal the mean
(14% and 9.5%, respectively). The Mann-Whitney non-parametric statistic test disclosed that there wasn't
a significantly statistical difference between the groups. Discussion: Similar studies to these are few and they
are not concordant in demonstrating a bigger tumoral proliferative activity in those cases infected by HPV
in relation to those not infected, either through the analysis of the protein expression related to the cellular
cycle as in the direct analysis of the tumoral proliferative fraction. Conclusion: There were not differences in
the rates of cell proliferation between the HPV-positive and HPV-negative grups.
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Introducao

O carcinoma de células escamosas oral (OSCC) é a
neoplasia maligna mais freqiiente em mucosa oral, cor-
respondendo a mais de 90% dos tumores malignos nesta
localizagdo. Em sua etiologia, agentes quimicos, fisicos e
biolégicos, além da predisposicdo genética, tém sido impli-
cados. Na carcinogénese quimica, o fumo e o alcool repre-
sentam os fatores mais significativos no desenvolvimento
dessa entidade® 3. Na carcinogénese fisica, é comprovada
a acdo deletéria da radiacdo ultravioleta no DNA celular,
clinicamente evidenciado pelo efeito da radiacdo solar na
etiologia do carcinoma epiderméide de labio inferior(3.

Nas Gltimas décadas, a participacao dos agentes biol6-
gicos, especialmente o papilomavirus humano (HPV), na
etiologia do OSCC tem sido avaliada, por isso numerosas
pesquisas tém sido realizadas na tentativa de se estabe-
lecer uma fiel correlacdo entre o HPV e esta neoplasia, a

semelhanca do que acontece com o cancer de colo de
Gtero(@2 24,32,33)

Os HPVs sdo virus de DNA, epiteliotrépicos, ndo-envelo-
pados, com genoma circular de fita dupla e cerca de 8 mil
pares de base, medindo 55 nm de diametro. Seu genoma
pode ser dividido em trés regides: uma regido longa de
controle (Jong control region [LCR]) e as regides precoce (E)
e tardia (L). As regides E e L codificam as proteinas virais,
enquanto a LCR é chamada de regido nao-codificante®.

A acdo oncogénica desse virus parece estar relacionada
a interferéncias em mecanismos importantes que contro-
lam a proliferacdo celular. As oncoproteinas virais E6 e E7
s&0 as mais importantes nesse processo, pois sdo capazes
de ligarem-se as proteinas p53 e pRb, respectivamente,
e interferirem em suas fungdes normais@* 29, Além disso,
a proteina E6 também apresenta importante papel na
ativacdo da telomerase, contribuindo para o processo de
imortalizacdo dos ceratindcitos(".

Tendo em vista o papel das oncoproteinas virais (princi-
palmente E6 e E7) dos HPVs de alto risco na desregulacao
do controle da proliferacdo celular, estudos tém avaliado
se lesdes cancerizaveis e malignas HPV-positivas exibem
niveis de proliferacdo celular aumentados em relacdo as
HPV-negativas® * 717,

Um dos métodos mais comuns entre os patologistas
para se detectar e quantificar as células em proliferacdo
€ a imunoistoquimica, sendo o Ki-67 o anticorpo mais
utilizado"® 2

O objetivo desta pesquisa foi avaliar e comparar a
expresséo imunoistoquimica do marcador de proliferacdo

celular Ki-67 entre espécimes de carcinomas epidermoéides
orais HPV-positivos e HPV-negativos, cujo DNA-HPV foi
detectado pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para verificar se ha diferenca de expressao entre os
dois grupos de estudo.

Material e métodos

Amostra

Esta pesquisa consistiu em andlises quantitativa e com-
parativa da expressdo do Ki-67 entre 11 casos de OSCC
HPV-positivos e 13 de OSCC HPV-negativos fixados em
formol a 10% e emblocados em parafina. Foram anali-
sados 24 casos de OSCC provenientes dos arquivos dos
laboratdrios de anatomia patolégica do Hospital Dr. Luiz
Antonio (Natal-RN) e do Programa de Pés-Graduagdo em
Patologia Oral da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN). A presenca ou auséncia do DNA do HPV foi
verificada através do método da PCR, utilizando-se para isso
os primers genéricos GP5+/GP6+, e o tipo viral foi analisado
por hibridizacdo dot blot em estudo prévio realizado por
Oliveira® e Soares®?, sendo o HPV-18 (11 casos) o tipo viral
encontrado, com um dos casos apresentando também DNA
de HPV-16. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Dr. Luiz Antonio (Natal-RN).

Analise imunoistoquimica

Os espécimes emblocados em parafina foram submeti-
dos a cortes de 3 pm de espessura e montados em laminas
de vidro previamente preparadas com adesivo a base de
organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano, Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, USA) para realizagéo da técnica imunois-
toquimica pelo método da estreptoavidina-biotina-pero-
xidase. A recuperacdo antigénica foi realizada em stemear
por 30 min, com solucéo de citrato em pH 6. Aos cortes foi
aplicado anticorpo dirigido contra a proteina nuclear Ki-67
(Dako Corporation, clone Ki-5S), com diluicdo de 1:100,
com incubacdo overnight. A contracoloracdo foi feita com
hematoxilina de Mayer.

Foram consideradas positivas as células cujos nicleos
exibiram coloracdo acastanhada, independente da inten-
sidade da coloracdo. A andlise quantitativa da expressao
da proteina Ki-67 foi realizada utilizando-se um indice de
positividade (IP). Em aumento de 100x foi selecionada a
area de maior expresséo do Ki-67 no espécime e, com au-
mento final de 1.000x, foram contados os nicleos positivos
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e negativos. O IP foi entdo calculado através da relacdo do
ndmero de células Ki-67 positivas por 500 células contadas
em cada caso estudado, e os valores foram expressos em
porcentagem (adaptado de Piattelli et al., 2002)(.

Analise estatistica

Para verificar a distribuicdo dos dados utilizou-se o teste
de Kolmogorov Smirnov (teste de normalidade), e para
comparar 0s grupos estudados optou-se pela realizacdo
do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (com nivel de
significancia de 5%).

Resultados

A marcagdo imunoistoquimica do Ki-67 foi intensa na
maioria dos casos, exibindo colora¢do acastanhada obser-
vével e distinguivel dos nicleos ndo marcados, tanto nos
casos HPV-positivos quanto nos HPV-negativos (Figuras 1
e 2). Observou-se marcacao em células das camadas basal
e suprabasal, em células localizadas nos centros dos ninhos
e lengdis, bem como, embora em menor propor¢édo, em
células superficiais, além de evidente marcacéo em células
que estavam sofrendo mitose.

A média dos indices de positividade (IP) dos OSCCs HPV-
positivos foi um pouco maior (17,7%) do que a dos OSCCs
HPV-negativos (14,2%). Esses indices variaram bastante em
ambos os grupos, principalmente no grupo HPV-positivo;
tanto o menor IP (0,8%) quanto o maior (42,8%) eram de
casos pertencentes a este grupo. No grupo HPV-negativo
o menor indice de positividade foi 2% e o maior, 32,7%
(Tabelas 1 e 2). Analisando as medianas dos grupos,
observamos que estiveram muito préximas (HPV-positivo
= 18,6 e HPV-negativo = 15,6), como demonstrado na

Figura 1 - Marcagtio imunoistogquimica pelo Ki-67 em carcinoma de células escamosas
oral HPV-positivo, evidenciando células em proliferactio no centro e na periferia dos
ninhos tumorais

oral HPV-negativo, evidenciando um alto indice de células em proliferagdo

Dados relativos aos indices de

positividade dos casos de 0SCC HPV-
Tabela 1 FASHTCEEINEPI0E)

Caso IP (%)
1 12,8
2 0,8
3 21,8
4 18,6
5 44
6 1,8
7 26
8 31
9 x
10 428
11 *
Média (DP) 17,7 (£14,3)

*Casos eliminados das andlises quantitativa e estatistica.
IP: indice de positividade; OSCC: carcinoma de células escamosas oral; DP:
desvio- padrdo.

Dados relativos aos indices de

positividade dos casos de 0SCC
LE:LI-IE W23 HPV-negativos (Natal, RN - 2006)
Caso IP (%)
1 8,22
2 18,6
3 18,2
4 3,4
5 199
5 x

Cont.®
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3]
7 2

7,8
9 2,9
10 19,7
11 23,2
12 32,7
13 13
Média (DP) 14,2 (£9,5)

*Caso eliminado das andlises quantitativa e estatistica.

IP: indice de positividade; 0SCC: carcinoma de células escamosas oral;

DP: desvio-padrdo.

Figura 3. O teste de Kolmogorov Smirnov revelou que
os dados apresentavam uma distribuicdo normal (0,16 e
0,17). Porém, devido a grande variacdo dos dados, com o
desvio padrao muito préximo da média (14,3 para o grupo
HPV-positivo e 9,5 para o grupo HPV-negativo), optou-se
por utilizar o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney,
cujo resultado indicou ndo haver diferenca estatisticamente
significativa entre os dois grupos (p = 0,72).
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Figura 3 - Box blot indicativo da andlise ndo-paramétrica dos indices de positividade
de marcagdo pelo Ki-67 nos grupos HPV-positivos e HPV-negativos

Discussao

Nos Gltimos anos, a participacdo do HPV no cancer
de boca tem sido extensivamente estudada por vérios
autores (12:20,22.24,32)Egse fato deve-se em grande parte
ao aumento do diagnéstico das doencgas sexualmente
transmissiveis presentes na cavidade oral e a associacao
de alguns tipos de HPV oncogénicos com malignidades
anogenitais' 9, particularmente com o carcinoma de
células escamosas de colo de Gtero, cuja mucosa exibe
semelhancas com o epitélio de mucosa oral®?,

Algumas das proteinas sintetizadas por este virus tém
a capacidade de interferir nos mecanismos que controlam
a proliferacado da célula hospedeira que estéo infectando,
principalmente interferindo no funcionamento normal
das proteinas sintetizadas pelos antioncogenes p53 e
PRbEY.

Considerando-se essa capacidade que o HPV apresenta
em induzir a proliferacdo celular, ja evidenciada nas lesdes
benignas também causadas por este virus, o objetivo
desta pesquisa foi analisar comparativamente os indices
de proliferagdo celular em OSCCs HPV-positivos e HPV-
negativos, com o auxilio do marcador imunoistoquimico
de proliferacdo celular Ki-67.

Escolheu-se o marcador Ki-67 porque, segundo a litera-
tura, varias de suas propriedades o fazem um marcador de
proliferacdo celular bastante confiével. Entre essas proprie-
dades, destaca-se o Ki-67, que esta presente em todas as
fases do ciclo celular, exceto na fase GO, tendo meia-vida
curta (em torno de 1 hora) e sendo rapidamente metaboli-
zado no final da mitose. Portanto, ndo hé expressao do Ki-67
em células que ja tenham deixado o ciclo. Essa proteina
nao esta envolvida no sistema de reparacdo do DNA, e sua
expressdo restringe-se aos compartimentos proliferativos
dos tecidos. Adicionalmente, o Ki-67 nao sofre influéncias
marcantes da fixacao e do processamento histolégicos ou
da diluicdo do anticorpo® 1019, 28, 29),

Nossos resultados demonstraram que ndao houve di-
ferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos
analisados (p = 0,72), fato este também verificado por
Donofrio et al.®, que ndo encontraram correlacao entre
presenca de HPV e indices aumentados de proliferacdo
celular em lesdes cancerizéveis (displasias leves, moderadas
e severas) e OSCCs microinvasivos. Entretanto, esses autores
utilizaram um método menos sensivel, a hibridizacao in situ
(HIS), para detec¢do do HPV do que a PCR utilizada por
nés. Além disso, os autores usaram o anticorpo imunoisto-
quimico antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA),
enquanto nés utilizamos o Ki-67, que, segundo a literatura,
é superior aquele® 1028,

Utilizando uma metodologia mais semelhante a do
presente estudo, Kojima et al.”, diferentemente dos nossos
resultados, encontraram um progressivo e significativo
aumento dos indices de proliferacdo celular entre mu-
cosa oral normal, OSCC HPV-38-negativo e OSCC HPV-38-
positivo, empregando PCR e PCNA. El-Mofty e Lu® também
encontraram escores aumentados de marcacdo pelo Ki-67
em carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco
HPV-positivos em relacdo aos HPV-negativos.
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Os estudos que analisam a expressdo de algumas
das principais proteinas reguladoras do ciclo celular em
carcinomas escamosos infectados e nado-infectados por
HPV ndo sdo concordes quanto a verificarem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Em OSCC,
Oliveira™ ndo encontrou diferenca na expressao da p53
entre os grupos; Soares?? ndo verificou diferenca na expres-
sdo da p21, mas, quanto a pRb, verificou niveis bastante
aumentados nas lesdes infectadas, sugerindo acimulo da
PRb, que estaria inativa por estar ligada a proteina E7 dos
HPVs; Azzimonti et al.V, por sua vez, estudando carcino-
mas escamosos de laringe e orofaringe, ndo encontraram
diferencas na expressao da pRb entre lesdes HPV-positivas
e HPV-negativas.

Pode-se inferir que, em cavidade oral, ndo héa consenso
sobre o fato de a proliferacdo celular estar aumentada nos
OSCCs infectados por HPV. Entendemos que isso se deva a
escassez de estudos semelhantes, bem como as diferentes
metodologias empregadas nestes, seja para deteccdo do
HPV, seja na escolha do anticorpo imunoistoquimico para
deteccéo e quantificacdo das células proliferantes, conforme
citam alguns autores® 717,

Acreditamos que apenas a deteccdo do DNA do HPV
nos casos de OSCC n@o é evidéncia suficiente para o esta-
belecimento de uma relacéo causal, pois altos indices desse
virus, incluindo os tipos oncogénicos 16 e 18, também séo
encontrados em mucosa oral normal, inclusive de criancas e
adolescentes® 29, E necessario que essa presenca viral esteja
acompanhada de achados condizentes com o mecanismo

de acdo oncogénica do virus. Quanto a inducéo da proli-
feracdo celular, ndo foi verificada neste estudo.

A importancia do estabelecimento dessa relacédo reside
também na busca de parametros para estabelecimento
de prognéstico. Alguns estudos tém sido realizados com a
finalidade de se detectar e quantificar as células tumorais em
proliferagdo como um parémetro importante para o prognés-
tico do paciente, bem como correlaciona-la com algumas ca-
racteristicas clinicopatolégicas, como estagio TNM (T: tumor,
N: linfonodo, M: metéstase), grau histolégico de malignidade,
recidiva tumoral e sobrevida do paciente® 191829,

Porém, o real valor clinico dessa possivel indicacéo de
agressividade tumoral é ainda objeto de debate. E discu-
tivel, por exemplo, quando consideramos os protocolos
terapéuticos dos diversos centros de tratamento, pois a
resposta a radioterapia, por exemplo, é mais eficaz em
tumores que exibem maiores indices de proliferacéo, o
que néo é verdadeiro para a cirurgia e € variavel para a
quimioterapia®'?.

A real participacdo do HPV na etiologia do OSCC §,
até agora, inconclusiva. Suas propriedades transformantes
relacionadas a inducdo da proliferacao celular nas lesdes se-
diadas neste sitio anatdmico ndo sdo observadas consisten-
temente na literatura, seja através da anélise da expressdo
das proteinas reguladoras do ciclo, seja pelo estudo direto
da fracdo proliferativa tumoral, o que reforca a necessidade
de que mais estudos nessa area do conhecimento sejam
realizados na busca de um melhor entendimento do papel
biol6gico do HPV nessa leséo.
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