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RESUMO

O cancer bucal e de laringe representam um problema crescente de saude publica
no Brasil. O tabagismo e o alcool sdo considerados os principais causadores do
cancer bucal e de laringe, porém uma parte da populacédo desenvolve a doenca sem
estar exposta a estes fatores de risco, sugerindo a existéncia de outras causas
como: predisposicdo genética, alteracdo de genes supressores tumorais, dieta e
agentes virais, em particular o Papilomavirus humano (HPV) e o virus Epstein-Barr
(EBV). Este estudo teve como proposicéo verificar a prevaléncia do HPV e do EBV
na mucosa oral normal e no cancer bucal e de laringe, e quais os tipos mais
prevalentes nestas duas situacdes. Para este estudo foram estabelecidos dois
grupos: um composto por 70 espécimes emblocados em parafina, com diagnéstico
confirmado de cancer bucal e laringe e outro com 166 individuos sem presenca de
lesdes na cavidade bucal. A analise laboratorial para deteccédo viral do HPV e a
deteccao e tipagem do EBV (EBV 1 ou tipo 2) foram realizadas através da técnica de
PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) convencional. Ja as tipagens das amostras
positivas para o HPV (tipos 6, 11, 16, 18, 33, 35, 38, 52 e 58) foram realizadas por
PCR em tempo real, utilizando sondas especificas para cada tipo. A prevaléncia do
HPV e EBV encontrada nas neoplasias orais e de laringe foi de 78,6% para HPV e
de 84,3% para EBV e de 24,1% e 45,8% para HPV e EBV, respectivamente, em
individuos sem lesdes orais. Os tipos mais prevalentes de HPV foram HPV 58
(50,9%), HPV 6 (9,1%) e HPV 16 (9,1%) nas neoplasias e HPV 18 (12,5%), HPV 6
(7,5%) e HPV 58 (2,5%) no grupo com auséncia de lesdes. O EBV 2 foi mais
prevalente tanto nas lesdes neoplasicas quanto nos individuos sem lesfes, com
frequéncia de 94,9% e 82,9%, respectivamente. Ndo houve associa¢gédo da infec¢do
por HPV e EBV com o0 sexo, sendo a prevaléncia semelhante para homens e
mulheres. Foi observada associagdo entre as prevaléncias de HPV e EBV e suas
co-infecgcbes com o grupo que desenvolveu cancer. A prevaléncia de infec¢cdo por
HPV e EBV e arazdo de chances na ocorréncia do cancer foi de 8,86 (p<0,0001) nos
individuos infectados pelo HPV e de 4,08 (p=0,0004) nos infectados pelo EBV. O
valor probabilistico estimado para prevaléncia de HPV e EBV e co-infeccdo e a
ocorréncia de cancer, demonstrou que o individuo infectado pelos dois virus tem
65,72% de probabilidade de desenvolver cancer, enquanto o infectado pelo HPV tem
31,94% e o infectado pelo EBV 17,79%. Os resultados encontrados neste estudo
permitem sugerir que o0s agentes virais (HPV e EBV) sao fatores de risco
importantes para o desenvolvimento da carcinogénese, sendo o HPV mais efetivo
gue o EBV no desencadeamento da doenca.

Palavras chaves: Epidemiologia, Papilomavirus humano, virus Epstein-Barr,
cancer.



ABSTRACT

The oral and laryngeal cancer represents a growing public health problem in Brazil.
Smoking and alcohol are the main causes of oral cancer and larynx, but a part of the
population develops the disease without being exposed to these risk factors,
suggesting the existence of other causes such as genetic predisposition, alteration of
tumor suppressor genes, diet and viral agents, particularly human papillomavirus
(HPV) and Epstein-Barr virus (EBV). The proposition of this study was to verify
prevalence of HPV and EBV in normal oral mucosa, cancer of oral cavity and larynx,
and what types are most prevalent in these two situations. For this study we
established two groups: one consisting of 70 specimens embedded in paraffin, with a
confirmed diagnosis of oral and larynx cancer and other with 166 individuals without
lesions in the oral cavity. Laboratory analysis for the viral detection and typing HPV
and EBV (EBV type 1 or 2) were performed by conventional PCR (Polymerase Chain
Reaction). The typing of samples positive for HPV types (6, 11, 16, 18, 33, 35, 38, 52
and 58) was performed by real time PCR using probes specific for each type. The
EBV and HPV prevalence found in the oral and laryngeal cancers was 78.6% for
HPV and 84.3% for EBV and 24.1% and 45.8% for EBV and HPV, respectively, in
individuals without oral lesions. The most prevalent HPV types were HPV 58 (50.9%),
HPV 6 (9.1%) and HPV 16 (9.1%) in cancer group and HPV 18 (12.5%), HPV 6 (7.5
%) and HPV 58 (2.5%) in the group with no lesions. The EBV 2 was more prevalent
in both the cancer lesions than subjects without lesions, with a frequency of 94.9%
and 82.9%, respectively. There was no association of HPV infection with EBV and
sex, the prevalence being similar for men and women. Association was observed
between the prevalence of HPV and EBV and its co-infections with the group that
developed cancer. The prevalence of HPV and EBV and the odds ratio in the
occurrence of cancer was 8.86 (p <0.0001) in individuals infected with HPV and 4.08
(p = 0.0004) in patients infected by EBV. The probability value estimated for
prevalence of HPV and EBV co-infection and the occurrence of cancer has shown
that individuals infected by both viruses have 65.72% likelihood of developing cancer,
while infected with HPV has 31.94% and infected with EBV 17.79%. The results of
this study may suggest that viral agents (HPV and EBV) are important risk factors for
the development of carcinogenesis, and HPV is more effective than EBV in triggering
the disease.

Key-words: Epidemiology, Human papillomavirus, Epstein-Barr virus, cancer.
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1. INTRODUCAO

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doencas que tem o
crescimento de células desordenado em comum. Por se dividirem rapidamente
essas células apresentam uma tendéncia de serem bastante agressivas e
incontrolaveis, levando a formacdo de tumores malignos que podem levar a
metastase (INCA, 2012).

O cancer bucal é a sexta malignidade mais comum em paises desenvolvidos,
representando quase 3% dos tumores malignos e mais de 95% deles sao
carcinomas de células escamosas (MIGALDI et al., 2012). E um problema crescente
de saude publica no Brasil, ja que preenche as trés condi¢cdes essenciais descritas
por Sinai para um problema ser caracterizado como de saude publica: ser causa
comum de morbidade e mortalidade, existirem métodos eficazes de prevencdo e
controle e estes nao serem utilizados de maneira adequada pela populacdo
(CHAVES, 1986).

A falta de uma organizacao sistémica de atencao integral no Brasil, em todos
os niveis dos servicos de saude, que contemplem os principios doutrindrios do
Sistema Unico de Saude de Universalidade, Integralidade e Equidade é responsavel
pela dificuldade do diagndstico precoce e tratamento imediato eficaz na populacéo,
provocando assim, uma intervencdo tardia com sequelas que provocam
incapacidades que interferem na qualidade de vida, além de aumentar a letalidade.
A organizacdo do sistema permitiria intervencdes adequadas e inclusado social dos
individuos nos Sistemas Locais de Saude.

A principal sintomatologia do cancer bucal é o aparecimento de lesbes na
boca que ndo cicatrizam em uma semana. Também sdo sintomas frequentes
ulceracdes superficiais, com menos de 2 cm de diametro, indolores com
sangramento ou ndo e manchas esbranquicadas ou avermelhadas nos labios ou na
mucosa bucal. Em estagio avancado os portadores deste cancer apresentam
dificuldade para falar, mastigar e engolir, além de emagrecimento acentuado, dor e
presenca de linfadenomegalia cervical (INCA, 2012).

Os sintomas do cancer de laringe estdo diretamente ligados a localiza¢éo da
lesdo. Assim, a dor de garganta sugere tumor supraglético e rouquidao indica tumor
glético ou subglético. O cancer supraglético geralmente € acompanhado de outros

sinais, como alteracdo na qualidade da voz, disfagia leve (dificuldade de engolir) e
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sensacao de "caro¢o" na garganta. Nas lesfes avancadas das cordas vocais, além
da rouquidao, podem ocorrer dor na garganta, disfagia e dispneia (INCA, 2012).

O tabagismo e o alcool sdo considerados os principais causadores do cancer
bucal e de laringe. Porém, uma parte da populacdo desenvolve a doen¢a sem estar
exposta a estes fatores de risco, sugerindo a existéncia de outras causas como:
predisposicdo genética, dieta e agentes virais, em particular o Papilomavirus
humano (HPV) e o virus Epstein-Barr (EBV).

As infeccdes pelo HPV séo disseminadas, com prevaléncia em todo o mundo.
Os HPVs infectam a pele e as mucosas, podendo induzir a formacao de tumores
epiteliais benignos e malignos (CASTRO; BUSSOLOTI FILHO, 2006).

O HPV ¢é universalmente aceito como agente etiolégico do cancer de colo de
Utero e recentemente, vem se especulando sobre sua possivel relagdo com o cancer
oral, laringe e orofaringe (CHEN et al., 2012; MARUR et al., 2010; CHAUDHARY et
al., 2009; NGUYEN et al., 2009; XAVIER et al., 2005).

O EBYV estéa associado a varias desordens proliferativas benignas e malignas
de origem linfoide, tais como mononucleose infecciosa, linfoma de Burkitt, doenca de
Hodgkin, linfoma associado a AIDS e doenca linfo proliferativa pés-transplante, onde
0 seu papel oncogénico tem sido largamente estudado. Tem uma relagdo bem
documentada em tumores sdlidos, como o carcinoma de nasofaringe. O carcinoma
oral de células escamosas, laringe e de glandulas salivares tem sido associados
com o EBV em estudos recentes (BAGAN et al., 2008; GRINSTEIN et al., 2002).

Alguns estudos indicam que o EBV pode estabelecer infeccao latente com
expressao de genes latentes em células de carcinoma oral e de laringe, indicando
gue 0 mesmo possa participar no desenvolvimento desta neoplasia ou atuar junto de
fatores de risco, como o fumo e o alcool (PEREIRA DE LIMA; RABENHORST,
2006).

A prevaléncia do HPV e do EBV na mucosa oral normal e cancer oral e de
laringe tem gerado resultados contraditérios. Sua prevaléncia varia muito nos
estudos realizados até a presente data. Esta discrepancia observada é atribuida a
variacdo da sensibilidade dos métodos empregados e a fatores epidemiolégicos dos
grupos de pacientes examinados.

Este estudo tem como proposi¢ao verificar a prevaléncia do HPV e do EBV na
mucosa oral normal e no cancer bucal e de laringe e quais 0s tipos mais prevalentes

nestas duas situagoes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. VIRUS ONCOGENICOS

O céancer foi reconhecido como doenca ha mil anos. Diferentes teorias da
causa do cancer foram estabelecidas, mas nenhuma considerava a possibilidade de
etiologia infecciosa até o século XX (JAVIER; BUTEL, 2008).

A evidéncia de que alguns canceres poderiam ter etiologia viral iniciou em
1908 apos Ellerman e Bang demonstrarem que a leucemia de galinhas poderia ser
transmitida a outras aves da mesma espécie através de inoculacdo de filtrados de
células tumorais. Peytin Rous, em 1911, mostrou que o sarcoma de galinhas era
transmitido da mesma forma. O sarcoma de aves, induzidos por virus do sarcoma de
Rous (RSV), como se tornou conhecido, foi mostrado um ano antes por Rous para
representar um cancer genuino, semelhante a tumores solidos malignos observados
em mamiferos (JAVIER; BUTEL, 2008; ROMANOS et al., 2008).

Seguiram-se estudos realizados por Bittner em 1936, que constatou que o
carcinoma mamario de camundongos era induzido por um virus transmitido
verticalmente através do leite e por Gross e Friend que identificaram dois virus
relacionados a leucemia de camundongos (ROMANOS et al., 2008).

Em 1953, Watson, Crick e Wilkins demonstraram a estrutura do acido
desoxirribonucleico (DNA) e como a informacao genética € codificada. A seguir Vogt
e Dulbecco mostraram que células normais poderiam ser transformadas em
cancerosas ao entrarem em contato com certos virus (JAVIER; BUTEL, 2008;
ROMANOS et al., 2008).

Em torno de 15% dos canceres humanos tem etiologia viral, contudo é
importante frisar que a infeccdo viral ndo € suficiente para provocar a malignidade
sozinha. A infeccao viral € um dos passos envolvidos no desenvolvimento do cancer
(DE MARCO et al., 2012; SZARKA et al., 2009; ROMANOS et al., 2008).

Virus oncogénicos sdo virus que participam do processo de transformacéao
celular, estabelecendo uma associacdo com a ceélula infectada, criando condi¢des de
manter seu ciclo replicativo em vez de destrui-la. Os principais virus associados a
oncogénese humana sao: virus linfotrépico para células T de humanos tipo 1 (HTLV-
1) e tipo 2 (HTLV-2); virus Epstein-Barr (EBV); virus do sarcoma de Kaposi (HHV-8);
virus do papiloma humano (HPV); virus da hepatite B (HBV) e virus da hepatite C
(HCV) (ROMANOS et al., 2008).
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2.2. PAPILOMAVIRUS HUMANO — HPV
2.2.1. Classificacdo e morfologia

Os papilomavirus séo classificados na familia Papillomaviridae e infectam
diferentes hospedeiros vertebrados (Figura 2.1). Atualmente a classificacdo €
baseada na homologia da sequéncia de leitura aberta L1(ORF — open reading
frames), que codifica a principal proteina estrutural do virus. Com base nesse
critério, os papilomavirus estédo classificados em 12 géneros, designados por uma
letra do alfabeto grego. Os papilomavirus humanos estdo agrupados em cinco
géneros: Alpha-papillomavirus, Beta-papillomavirus, Gamma-papillomavirus, Mu-
papillomavirus e Nu- papillomavirus. A maioria dos Alpha-papillomavirus infecta a
mucosa genital e ndo genital e genitalia externa, embora uma espécie desse género
infecte a pele em regides ndo genitais. Os géneros Beta, Gamma, Mu e Nu-
papillomavirus infectam a pele em regides néo genitais (ROMANOS et al., 2008).

Figura 2.1- Papilomavirus.

Fonte: www.virishpv.com.br. 2011

O HPV é a abreviatura utilizada para identificar o Papilomavirus humano,
causador do condiloma acuminado (do grego kondilus = tumor redondo e do latim
acuminare = tornar pontudo). Sao virus ubiquos, epiteliotropicos, que infectam
epitélio cutaneo e mucoso (CASTRO; BUSSOLOTI FILHO, 2006).

Com 55nm de diametro, o HPV é formado por um capsideo que possui 72
capsdmeros de estruturas icosaédricas, sem envelope lipoprotéico, que protege uma

molécula circular dupla de DNA, composto de 7200 a 8000 pares de base, com peso
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molecular de 5.2 x 106 Daltons. O amadurecimento da particula viral € dependente
dos mecanismos de diferenciacdo celular dos ceratindcitos, o qual propicia a
replicacdo, sintese do capsideo e montagem do virus. Nao podem ser
suficientemente cultivados em culturas teciduais ou modelos animais (BOULET et
al., 2007; LONGWORTH; LAIMINS, 2004; OLIVEIRA et al., 2003).

O HPV foi o primeiro virus tumorogénico a ser transmitido
experimentalmente de um hospedeiro para outro. Em 1894 Licht se inoculou com
material da verruga de seu irmao, verificando o aparecimento de uma verruga no
local da inoculagdo. Em 1907 Ciuffo demonstrou a etiologia viral das verrugas
cutaneas, inoculando um extrato preparado de filtrado de verrugas na prépria mao
(ROMANQOS et al., 2008).

O genoma do papilomavirus pode ser dividido em trés regides: uma regiao
longa de controle (LCR), compreendendo cerca de 10% do genoma e as regides
precoce (E) e tardia (L). O alinhamento das sequéncias de DNA do HPV revela uma
organizacdo genética de regifes que codificam proteinas virais (ORF). Essas estao
presentes em uma soO fita de DNA e suas fungbes foram apontadas, em parte,
através da comparacdo com a estrutura do papilomavirus bovino tipo 1, que foi
caracterizado em linhagens celulares de camundongos geneticamente
transformados (OLIVEIRA et al., 2003).

Geralmente, a regido E se expressa logo depois da infeccédo e codifica as
proteinas envolvidas na inducao e regulacdo da sintese de DNA. A regido L, por sua
vez, é expressa em estagios posteriores da infeccdo e codifica as proteinas do
capsideo viral. A regido E é dividida em E1 a E7, e a regido L em regifes L1 e L2
(Figura 2.2). Do ponto de vista da transformacéao celular, as regides E5, E6 e E7 séao
de maior importancia (GONCALVES; DONADI, 2004; OLIVEIRA et al., 2003).

Figura 2.2- Regifes do genoma do papilomavirus

Adaptada de Oliveira et al., 2003.



24

A sequéncia entre o fim de L1 e o comego de E6 € chamada de LCR e é
conhecida também como regido ndo codificadora (NCR). Essa regido contém varias
das sequéncias regulatérias que controlam a transcricdo e a replicacdo viral.
Existem varias evidéncias que a progressdo do céancer induzida pelo HPV é um
processo de multiplas etapas. As LCRs estdo envolvidas diretamente no mecanismo
regulatorio intra-celular, mecanismo este, que quando alterado, concorre para a
progressdao da malignidade, correlacionando-se com uma abundante expressao
génica viral (OLIVEIRA et al., 2003).

De acordo com os subgrupos de HPV, os mesmos podem ser classificados
como cutaneos: capazes de infectar a pele e mucosos que sao quase exclusivos de
regides urogenitais e buco respiratorias (ROMANOS et al., 2008).

Até o momento foram identificados cerca de 100 tipos de HPVs classificados
de acordo com a distribuicdo dos &cidos nucleicos no genoma viral, sendo 0s
subtipos 1, 2, 4, 6, 11, 13, 16, 18, 30, 31, 32 e 57 encontrados na cavidade oral
(KELLOKOSKI et al., 1990; XAVIER et al., 2005).

Quinze tipos de HPV séo considerados como de alto risco: 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82. Trés sdo classificados como provaveis
alto risco: 26, 53 e 66 e doze séo classificados com baixo risco: 6, 11, 40, 42, 43, 44,
54,61, 70, 72, 81 e CP 6108 (SHEU et al., 2007; BASEMAN; KOUTSKY, 2005).

As formas clinicas de infecgéo pelo HPV mais comuns séo: 1-Latente, onde
o DNA do HPV é diagnosticado por técnicas moleculares, porém sem existéncia de
evidéncias clinicas, citolégicas, colposcopicas ou histologicas desta infeccéo; 2-
Subclinica, onde ao invés do HPV produzir um condiloma classico, a doenca se
caracteriza por areas difusas de hiperplasia epitelial ndo papiliferas; 3- Clinica, onde
os condilomas dependendo do tamanho e localizacbes anatdbmicas podem ser
dolorosos, friaveis e/ou pruriginosos, tanto no colo uterino, vagina, uretra, anus e
boca (ROMANOS et al., 2008).

A maioria das infec¢des pelo HPV é assintomatica (latentes e subclinicas),
sendo muito pequena a proporcdo de infeccdes, de 1 a 2%, que levam a lesbes
aparentes. Assim como algumas outras infec¢gbes virais, as infeccdes latentes
podem ser decorrentes das seguintes situacdes: exposicdo ao virus sem resultar em
infecgcdo; exposicdo ao virus com penetragdo do mesmo na célula hospedeira, mas

sem replicacdo viral ou sem a maturacdo completa do virus (XAVIER et al., 2007).
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2.2.2. Papel oncogénico do HPV

Infeccbes pelo HPV sdo consideradas como a doenca sexualmente
transmitida mais comum, com uma incidéncia de 1% e prevaléncia de mais de 50%.
Aproximadamente 6,2 milhdes de casos novos de HPV séo diagnosticados a cada
ano nos Estados Unidos, com uma estimativa de 20 milhdes de casos atuais.
Prevaléncia mundial de HPV genital € estimada em 440 milhdes, destes 29 milhdes
sdo mulheres, causando 510.000 casos de céancer cervical e aproximadamente
288.000 mortes (FOLDVARI, 2012).

O HPV é universalmente aceito como agente causal do cancer de colo
uterino e, em anos recentes vem se especulando sua possivel relagdo com o cancer
de cavidade oral e orofaringe. O HPV 16 é o tipo mais comum associado a cancer
oral e de colo de Utero, enquanto os tipos 6 e 11 sdo os mais frequentes em lesdes
benignas e pré-malignas e raramente nas les6es neoplésicas da cabeca e pescog¢o
(XAVIER et al., 2005; LO MUZIO et al., 2004; SNIJDERS et al., 1996).

Os HPVs sdo um grupo de virus de DNA em que alguns tem uma notéavel
especificidade, induzindo lesbes hiperplasicas, papilomatosas, verrucosas e lesdes
escamosas epiteliais na pele e em varios locais da mucosa, incluindo trato
anogenital, uretra, laringe, mucosa tragueobronqueal, nasal e cavidade oral
(SASAGAWA et al., 2012; CORRENTI et al., 2004).

A infeccdo pelo HPV é iniciada quando uma particula viral penetra em
células basais e células indiferenciadas e em divisédo do epitélio. Ao menor trauma, o0
virus pode penetrar na camada basal do epitélio. Nas células basais e parabasais, o
DNA viral replica em um baixo padrédo e apenas genes precoces Sao transcritos,
também em baixo padrdo. Multiplicacdo extensiva do DNA viral e transcricdo de
todos os genes virais, bem como formacdo do capsideo, ocorrem somente nas
camadas mais superficiais do epitélio. O virus multiplica-se exclusivamente no
nucleo de células infectadas, mas a manifestacdo patoldgica associada ao HPV é
confinada aos sitios onde a infeccao foi iniciada. Particulas virais maduras, com
capsideos completos, estdo ausentes nas células basais, e a replicacao produtiva do
HPV esté restrita as células nos estratos espinhoso e granuloso (SOARES et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2003).

Os achados comuns dos mesmos tipos de HPV (6, 11, 16 e 18) em mucosa
oral e genital sdo um forte indicativo para a transmissdo oro genital. A maioria das

infecgbes por HPV é resultado de uma auto-inoculagdo de um sitio genital ou oral
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préprio para o outro. Pode ser transmitido precocemente, durante o nascimento, do

trato genital da mée para a cavidade oral da crianca (OLIVEIRA et al., 2003).

2.2.3. Diagnéstico do HPV

O diagndstico da infec¢do pelo HPV é clinico, baseado na visualizagdo das
verrugas a olho nu. Métodos de diagndstico laboratorial foram desenvolvidos para
utilizacdo principalmente na infeccdo anogenital. Testes que ndo sdo especificos
para HPV podem revelar a presenca de alteracbes celulares que podem ser
indicativas de infec¢@o por esse virus. Entretanto a infec¢do pelo HPV pode ocorrer
sem alteracbes citopatoldgicas, e dessa forma, € importante associar testes
especificos e inespecificos (ROMANOS et al., 2008).

Entre os testes inespecificos importantes para diagndstico de infeccao pelo
HPV pode-se citar a colposcopia, citopatologia e histopatologia, e nos especificos a
microscopia eletrbnica, imunocitoquimica e testes para deteccdo do acido nucléico
viral (ROMANOS et al., 2008).

O diagnostico do HPV na mucosa oral pode ser realizado pelo exame clinico
da lesao, citologia e biopsia (CASTRO; BUSSOLOTI FILHO, 2006).

Além da anamnese e do quadro clinico, o diagnostico por HPV, deve ser
confirmado por técnicas histoldégicas e citologicas sempre que necessario. O
diagnéstico clinico-laboratorial de rotina é feito com a ajuda da aplicacdo de acido
acético 4% e 2% nas lesbes genitais e orais respectivamente, para a visualizacdo a
olho desarmado das lesdes papilomatosas (brancacentas) e pelo exame citolégico
de Papanicolau convencional, que é feito através de raspados bucais, para o
rastreamento de células malignas, mas também, como método de deteccdo de
lesGes pré-cancerigenas e infecciosas (ROMANOS et al., 2008).

O avanco de outras técnicas diagnosticas, como as técnicas de citologia
liqguida, biologia molecular, sistema de captura hibrida e de imunohistoquimica, tem
possibilitado o maior conhecimento sobre a carcinogénese viral (CASTRO;
BUSSOLOTI FILHO, 2006).

A sensibilidade e especificidade dos véarios métodos de deteccdo do HPV
variam amplamente. Sao trés as categorias que avaliam a sensibilidade dos
métodos de andlise: o0s de baixa sensibilidade (imunoperoxidase,
imunofluorescéncia e hibridizac&o in situ), que sé detectam o virus quando estao

presentes em mais de 10 coOpias do DNA viral por célula; os considerados de
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moderada sensibilidade (Southern blot, dot blot e hibridizagcdo dot reversa), que
detectam o virus quando de 1 a 10 copias do DNA viral estiverem presentes; e os de
alta sensibilidade (Reacdo em Cadeia de Polimerase), por detectarem o virus
guando menos de uma copia do DNA viral estiver presente (SOARES et al., 2003;
CASTRO; BUSSOLOTI FILHO, 2006).

Atualmente o método mais indicado para deteccdo do HPV se baseia na
identificacdo da presenca do DNA viral por Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR). Esta técnica de ampliacdo em cadeia de sequéncias de DNA pela PCR vem
sendo bastante utilizada no diagnostico das infec¢bes por HPV, devido necessitar de
pouco material para a sua realizacdo, além de ser altamente sensivel e especifica,
podendo ser efetuada em espécimes historicos (tecidos fixados e emblocados em
parafinas ou células estocadas pelo método de citologia liquida). Isto permite
andlises retrospectivas do material de pacientes ja diagnosticados para a presenca
de cancer, aprimorando a epidemiologia dos casos positivos de cancer associados a
presenca do HPV (SOARES et al., 2003; CASTRO; BUSSOLOTI FILHO, 2006).

A deteccdo do HPV pela PCR é geralmente realizada usando um dos
iniciadores consensus, 0 MY09-MY11 ou o GP5/GP6. Apesar da PCR permitir uma
avaliacdo aprofundada dos dados epidemiolégicos, incluindo a prevaléncia de
infeccdes subclinicas ou latentes, ela tem a desvantagem de que a amplificacdo de
guantidades minusculas de DNA de HPV contaminantes possa levar a resultados
falsos positivos (CASTRO; BUSSOLOTI FILHO, 2006).

A avaliacdo da eficacia de diferentes técnicas para a detec¢do do HPV é
importante e fundamental para estabelecer o papel etiolégico do HPV nas lesbes
orais. Uma analise continua de novos métodos é essencial para a interpretacdo da
histéria natural da infeccao pelo HPV na cavidade oral. Testes de amplo espectro
para o HPV, de facil realizacdo e custo acessivel sdo esperados e desempenhardo
um papel importante nos sistemas de diagndstico molecular (KRISTOFFERSEN et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2003).

2.3. VIRUS EPSTEIN-BARR (EBV)

A descricdo do virus Epstein-Barr ocorreu a partir de um estudo para a
possivel verificacdo da etiologia do linfoma de Burkitt (LB) em varias tribos de
diferentes regies da Africa, quando um cirurgido inglés, Denis Burkitt, observou em

duas criancas da regido de Kampala a presenca de tumores de aspecto multifocal
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nos maxilares. Burkitt coletou células do linfoma de uma das criangas e as enviou
para Anthony Epstein em Londres, que estabeleceu linhagens derivadas das células
do LB em laboratorio (ROMANOS et al., 2008; SLOTS et al., 2006).

Em 1964 Epstein, Achong e Barr determinaram o agente causador do LB,
um membro previamente desconhecido da familia de herpesvirus, sendo o virus
posteriormente chamado de virus Epstein-Barr, com a finalidade de homenagear
Epstein e sua estudante de poés-graduacdo Yvonne-Barr, que adoeceu de
mononucleose infecciosa enquanto conduzia um estudo soro epidemiol6gico sobre o
LB, proporcionando a associagdo entre o virus observado no LB e o quadro de
mononucleose infecciosa. EBV foi o primeiro virus humano considerado como
potencialmente oncogénico (TSAO et al., 2012; SLOTS et al., 2006).

2.3.1. Composicéo e morfologia

O virus Epstein-Barr (Figura 2.3) € membro da familia Herpesviridae,
subfamilia Gamaherpesvirinae, género Lymphocryptovirus; também é denominado
herpesvirus humano tipo 4 (HHV-4). A familia Herpesviridae inclui ainda outros
herpesvirus patogénicos para o homem: o herpes simples | e Il, virus varicela-zoster,
citomegalovirus e o herpes virus 6, 7 e 8 (THOMPSON; KURZROCK, 2004; IKUTA
et al., 2000).

Figura 2.3 — Virus Epstein-Barr.

Fonte: www.alka.com.br. 2011.

E um virus biologicamente e antigenicamente diferente de outros virus

pertencentes a familia Herpesviridae. Ele € transmitido pelo contato salivar e
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estabelece uma infeccdo latente ao longo da vida que geralmente € assintomatica
(ROMANGOS et al., 2008; WU et al., 2007).

O EBV também tem sido encontrado presente nas secre¢cfes genitais de
ambos o0s sexos, sugerindo que a transmissdo sexual também pode ocorrer
(HIGGINS et al., 2007).

O EBV é um gama-herpes virus constituido de DNA linear fita dupla,
envolvido por um capsideo icosadeltaédrico, composto de 162 capsémeros,
recoberto por um envelope glicoproteico (CHEN, 2011; PEREIRA DE LIMA;
RABENHORST, 2006).

Seis antigenos nucleares do Epstein-Barr (EBNAs) foram descritos até o
momento: EBNA 1, EBNA 2, EBNA 3A, EBNA 3B, EBNA 3C E EBNA-LP, juntamente
com as proteinas de laténcia presentes em membranas (latente membrane protein —
LMP1, LMP2A e LMP2B), e dois RNAs pequenos (EBER 1 e EBER 2) (CHEN,
2011; ROMANOS et al., 2008).

LMP1 é considerada a oncoproteina principal do EBV, sua expressao é
requerida para a infec¢éo do EBV e transformac&o de células B (GONZALEZ et. al.,
2010).

Dois subtipos de EBV s&o conhecidos em infec¢bes humanas: EBV 1 e EBV
2, anteriormente conhecidos como EBV A e B. Eles diferem na organizacdo dos
genes que codificam o antigeno nuclear do EBV (EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B e
EBNA-3C). EBV 2 transforma células B menos eficientemente que EBV 1 in vitro, e a
viabilidade da linhagem das células linfoblastos de EBV 2 é menor que as de
linhagem EBV 1 (ROMANOS et al., 2008; THOMPSON; KURZROCK, 2004).

2.3.2. Patogénese do EBV

Sabe-se atualmente que o EBV infecta mais de 90% da populacdo mundial
adulta. O EBV é transmitido pela saliva, infectando primeiramente as células
epiteliais da orofaringe, nasofaringe e glandulas salivares, por receptores ainda nao
identificados, onde frequentemente ocorre replicacdo (WHITE et al., 2012; PEREIRA
DE LIMA; RABENHORST, 2006).

Posteriormente, os virus alcangcam tecidos linfoides adjacentes e infectam
linfocitos B através da ligacdo entre a glicoproteina viral gp350/220 e o receptor
CD21 (CR2) do componente C3d do sistema complemento. Apds essa associacao,

0 virus penetra nos linfocitos B por fusdo do envoltorio com a membrana celular e o
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capsideo é entdo liberado no citoplasma. O genoma antes linear é transportado para
0 nucleo tornando-se circular e permanecendo em estado latente, sob a forma de
DNA epissomal extracromossémico (THOMPSON; KURZROCK, 2004; PEREIRA DE
LIMA; RABENHORST, 2006).

Apesar das propriedades de transformacédo do crescimento do EBV, o
sistema imunoldgico da maioria dos individuos controla a infeccdo e ajuda a prevenir
0 desenvolvimento de tumores. Assim, a infeccdo por EBV serve como um
paradigma de controle imunoldgico ao longo da vida de um virus de tumor humano
clinicamente importante (WHITE et al., 2012).

O EBV esta associado a varias desordens proliferativas benignas e malignas
de origem linfoide, como mononucleose infecciosa, linfoma de Burkitt, doenca de
Hodgkin e doenca linfoproliferativa poés-transplante, nas quais o seu papel
oncogénico tem sido largamente estudado. Atualmente, novos achados tém
demonstrado a relacdo do EBV com outros tipos de tumores solidos como
carcinoma de nasofaringe, carcinoma gastrico, neoplasias da musculatura lisa,
carcinoma intracervical, carcinoma hepatocelular, cancer de mama e pulmao,
carcinoma de glandula salivar e carcinoma oral (GROMA et al., 2012; RAAB-TRAUB,
2012; PEREIRA DE LIMA; RABENHORST, 2006; RYAN et al., 2004; MESQUITA,
2002).

EBV é mais prevalente em lesfes orais malignas e potencialmente malignas
guando comparadas com mucosas orais sadias. Mucosa oral é o local de maior
replicacdo do EBV. O EBV é capaz de infectar linfocitos B, células epiteliais
escamosas, células epiteliais glandulares, células mioepiteliais, células musculares
lisas, células T e NK, células plasmaticas, células dendriticas e macrofagos/células
de Langherans (GROMA et al., 2012).

EBV é frequentemente detectado em amostras de sangue de individuos
saudaveis e a maioria dos europeus soropositivos saudaveis sdo EBV do tipo 1,
enguanto individuos imunossuprimidos, como pacientes infectados com HIV (virus
da imunodeficiéncia humana) e pacientes transplantados tem uma alta taxa de
infeccdo com EBV do tipo 2 (WU et al., 2007).

Outros estudos revelaram que o tipo 2 também foi encontrado com
frequéncia na populacdo normal dos Estados Unidos e ndo somente em areas
endémicas do linfoma de Burkitt, como a Africa Central e Nova Guiné (HIGA et al,
2002, SCULLY et al., 1990).
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Os testes sorologicos para a deteccdo de anticorpos contra o EBV sédo a
principal ferramenta para confirmacéo do diagndstico. Testes de imunofluorescéncia
foram os primeiros a serem utilizados para a soro epidemiologia da infec¢cao do EBV.
Depois foram desenvolvidos ensaios imunoenzimaticos e outros testes sorolégicos
para deteccdo de anticorpos, baseados em peptideos virais especificos. A deteccdo
do DNA viral pode ser feita utilizando imunohistoquimica, imunocitoquimica e
microscopia eletrénica. Testes de PCR (reacdo em cadeia de polimerase)
guantitativos e semiquantativos foram desenvolvidos para a deteccdo de DNA no
sangue periférico (ROMANOS et al., 2008).

2.4. CANCER

Cancer € um termo genérico usado para todos os tumores malignos. O
termo “cancer’” vem do latim cancer, “caranguejo”, € a traducéo latina da palavra
grega carcinoma, de karkinos, “crustaceo, caranguejo” (CERRI; BORDINI, 2003).

A definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia. A primeira
dificuldade que se enfrenta no estudo das neoplasias € a sua definicdo, ja que ela se
baseia na morfologia e na biologia do processo tumoral. Assim, a definicdo de
neoplasia modifica-se com a evolugcdo dos conhecimentos. Atualmente refere-se a
neoplasia como uma proliferacédo anormal de tecido, que foge parcial ou totalmente
ao controle do organismo e tende a autonomia e a perpetuacdo, com efeitos
agressivos sobre o0 hospedeiro (COTRAN et al., 2005; BRASIL, 2010).

As neoplasias podem ser benignas ou malignas. As neoplasias ou tumores
benignos tem seu crescimento de forma organizada, geralmente lento, expansivo e
apresentam limites bem definidos, podem comprimir os 6rgdos e tecidos adjacentes
apesar de nado invadi-los. Ja as neoplasias ou tumores malignos manifestam um
maior grau de autonomia e sdo capazes de invadir tecidos vizinhos e provocar
metastases, podendo ser resistentes ao tratamento e causar morte do hospedeiro
(INCA, 2012).

O cancer nao é uma doenca unica, mas um grupo de doencgas. Os canceres
podem originar-se em muitos tecidos diferentes do corpo. Alguns crescem
agressivamente, outros lentamente. Alguns tipos de cancer podem ser detidos por
tratamento médico apropriado, outros ndo (SNUSTAD; SIMMONS, 2008).
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Aproximadamente 200 tipos de cancer sdo relatados, correspondendo aos
varios sistemas de células do corpo, os quais se diferenciam pela capacidade de

invadir tecidos e 6rgaos, vizinhos ou distantes (ALMEIDA et al., 2005).

2.4.1. Epidemiologia do cancer

Nas ultimas décadas o cancer tornou-se um evidente problema de saude
publica mundial. Anteriormente considerado uma doenca de paises desenvolvidos e
grandes recursos financeiros, nas Ultimas décadas tem sido observado em paises
em desenvolvimento, principalmente nos com poucos e médios recursos (INCA,
2011).

O cancer é a segunda causa de morte nos Estados Unidos e no Brasil,
somente as doencas cardiovasculares ultrapassam essa taxa. O tipo mais comum
de cancer nos Estados Unidos envolve a glandula prostatica em homens. O cancer
de mama em mulheres e o cancer de pulmdo em ambos os géneros também sao
comuns (STRICKER; KUMAR, 2008; INCA, 2011).

A incidéncia do céancer varia de acordo com a idade, etnia, fatores
geograficos e condicdes genéticas. Em alguns casos, uma predisposicdo a
desenvolver cancer é herdada. Entretanto, a maioria dos casos de cancer decorre
do acumulo de mutacfes espontaneas nos tecidos somaticos. Os canceres sao mais
comuns nos dois extremos de idade (SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

As variacBes geograficas resultam, na maioria das vezes, de exposi¢des
ambientais diferentes (SNUSTAD; SIMMONS, 2008; STRICKER; KUMAR, 2008).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA), 6rgdao do Ministério da Saude,
estimou que em 2012 ocorressem 518.510 novos casos de cancer no Brasil (INCA,
2011), sendo 14.170 casos na cavidade oral e 6.110 de laringe (Tabela 2.1).

O cancer de pele (ndo melanoma) € o cancer com maior incidéncia de casos
novos, seguido do cancer de préstata e de mama (INCA, 2011). O céancer de
cavidade oral aparece em oitavo lugar em frequéncia de ocorréncia, sendo um dos
principais problemas da cavidade oral, vindo em ordem decrescente abaixo da cérie
dentéria, doenca periodontal, deformidades dentofaciais e das fissuras labiopalatinas
(INCA, 2011; DIAS et al., 2006).



33

Tabela 2.1 — Estimativas para o ano 2012 de nimero de casos novos por cancer,

em homens e mulheres, segundo localizacdo primaria.

Localizagdo primaria

Estimativa de casos novos

da neoplasia maligna Masculino | Feminino | Total
Prostata 60.180 - 60.180
Mama feminina - 52.680 52.680
Colo de utero - 17.540 17.540
Traquéia, brbnquio e 17.210 10.110 27.320
pulméo

Célon e reto 14.180 15.960 30.140
Estdmago 12.670 7.420 20.090
Cavidade oral 9.990 4.180 14.170
Laringe 6.110 - 6.110
Bexiga 6.210 2.690 8.900
Esofago 7.770 2.650 10.420
Ovario 6.190 - 6.190
Linfoma Nao Hodgkin 5.190 4.450 9.640
Glandula Tireoide - 10.590 10.590
Sistema Nervoso 4.820 4.450 9.270
Central

Leucemias 4570 3.940 8.510
Corpo do utero - 4.520 8.900
Pele melanoma 3.170 3.060 6.230
Outras localizacdes 43.120 38.720 81.840
Subtotal 195.190 189.150 384.340
Pele ndo melanoma 62.680 71.490 134.170
Todas as Neoplasias | 257.870 | 260.640 | 518.510

Fonte: (BRASIL, 2011)*

*NUmeros arredondados para 10 ou multiplos de 100

2.5. CANCER BUCAL

2.5.1. Definicdo de cancer bucal

Cancer bucal é uma categoria abrangente de localizacdo para neoplasias e

inclui tumores de diferentes etiologias e perfis histolégicos, embora se refira ao

carcinoma de células escamosas principalmente. Os termos cancer de boca, cancer

bucal e cancer oral, sdo muito abrangentes, podendo a falta de especificacdo gerar

confusdes. Ao se referir ao cancer de cavidade bucal alguns autores excluem
tumores nos labios e/ou glandulas salivares (BIAZEVIC; ANTUNES, 2006; MOORE

et al., 2000).

Para Lopes (2003) o cancer de boca é uma denominacdo que inclui os

canceres de labio, mucosa jugal, gengivas, palato duro, lingua, assoalho de boca e

amigdalas.
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Uma perspectiva analitica mais abrangente permite aplicar o termo cancer
bucal aos tumores de amigdala e da orofaringe. Outros tipos de integracao entre as
localizagbes anatdbmicas das neoplasias sdo usados nos estudos epidemiologicos
sobre o cancer bucal. Alguns estudos abordam o cancer de faringe em conjunto com
o cancer de boca. Também é frequente a abordagem em conjunto das neoplasias de
hipofaringe e de laringe, em funcdo da dificuldade em diferenciar a localizacéo
primaria desses tumores, aliada a caracterizacdo histolégica do carcinoma
epiderméide ser a mais prevalente para ambas as topografias (BIAZEVIC;
ANTUNES, 2006; MOORE et al., 2000).

Em decorréncia dessa multiplicidade de recortes no estudo da doenca é
importante que os pesquisadores definam quais topografias estdo efetivamente
sendo consideradas em seus trabalhos (BIAZEVIC; ANTUNES, 2006).

Nesse estudo sera usada uma abordagem mais ampla para o cancer bucal,
incluindo além da cavidade bucal, a orofaringe e laringe.

O tecido de origem das neoplasias malignas na cavidade oral € geralmente,
o epitélio de revestimento mucoso, e por isso, cerca de 90% ou mais, se expressa
como carcinoma epidermdide, também denominado como carcinoma de células
escamosas, ou ainda, espinocelular, uma variante dos tumores epiteliais que
acomete a camada estratificada escamosa (NEVILLE et al., 2009; DIAS et al., 2006).

O cancer bucal pode atingir qualquer area da cavidade oral, porém algumas
localizacbes podem ser mais frequentes: labio, lingua, assoalho, palato duro,
mucosa jugal e mucosa alveolar (GROMA et al., 2012; CERRI; BORDINI, 2003).

2.5.2. Epidemiologia do cancer bucal e de laringe

Os canceres bucais correspondem a menos de 3% de todos os canceres
nos Estados Unidos, porém € o oitavo cancer mais comum em homens e o décimo
guinto mais encontrado em mulheres. Mundialmente € o décimo primeiro cancer
mais comum, com incidéncia alta principalmente no subcontinente indiano, Australia,
Franca, Brasil e Africa do Sul (OLIVEIRA et al., 2012; NEVILLE et al., 2009).

No Brasil estimou-se 9.990 casos novos de cancer da cavidade bucal em
homens e 4.180 em mulheres para 0 ano de 2012. Esses valores correspondem a
um risco estimado de 10 casos novos a cada 100 mil homens e 4 casos novos a
cada 100 mil mulheres. Figura 2.4A e 2.4B (INCA, 2011).
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O céncer da cavidade bucal em homens é o quarto mais frequente na regido
Nordeste, 6 a cada 100 mil (6/200 mil). Nas regides Sudeste (15/100 mil) e Centro-
Oeste (9/100 mil), este cancer esta na quinta posicdo, enquanto nas regides Sul
(12/100 mil) e Norte (3/200 mil), é o sexto mais frequente. Nas mulheres, é o oitavo
mais frequente na regiao Nordeste (3/100 mil). Nas regides Sudeste (6/100 mil) e
Norte (2/100 mil), ocupa a nona posicao, ja nas regides Centro-Oeste (3/100 mil) e
Sul (3/200 mil), é respectivamente 0 12° e 0 15° mais incidente (INCA, 2011).

Figura 2.4- Representacdo espacial das taxas brutas de
incidéncia de cancer bucal da cavidade oral por
100 mil homens, para o ano 2012, segundo
Unidade da Federacdo. 2.4A para homens. 2.4B
para mulheres. Inca, 2011.

Homens

Figura 2.4A
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Mulheres

. 3,91-7,54

B 317330
aepaE

2,32-3,16
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Figura 2.4B
Fonte: INCA, 2011.

Para o cancer de laringe, também incluido nesse estudo, esperam-se 6.110
casos novos para 0 ano 2012, com um risco estimado de 6 casos a cada 100 mil
homens. Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, em homens, o cancer
de laringe é o0 sexto mais incidente na regido Nordeste (4/100 mil). Nas regides Sul
(9/100 mil) e Norte (2/100 mil), ocupa a sétima posicao, na regido Sudeste (8/100
mil) a oitava e na regido Centro-Oeste a nona posi¢cao (5/100 mil). A magnitude em
mulheres € muito pequena, ndo sendo recomendado o calculo de estimativa (INCA,
2011).

O céancer de laringe € o segundo cancer do aparelho respiratério no mundo,
sendo o0 mais comum entre os diversos tipos de cancer da cabeca e do pescoco,
representando 2% do total das neoplasias malignas. A mais recente estimativa
mundial apontou a ocorréncia de cerca de 129 mil casos por ano, sendo responsavel
pelo 6bito de aproximadamente 70 mil pessoas por ano. Atualmente observa-se uma
tendéncia no declinio da mortalidade pelo cancer de laringe em varios paises,
principalmente em paises europeus. A incidéncia de cancer de laringe é maior em
homens acima dos 40 anos de idade (INCA, 2011).
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2.5.3. Etiologia do cancer bucal e de laringe

O cancer bucal é uma patologia de etiologia multifatorial associada a
diversos condicionantes como a idade, género, raca, predisposicdo genética,
nutricdo, situacdo socioecondmica desfavoravel e consumo de tabaco e alcool
(PETTI, 2009; BOLOGNA-MOLINA et al., 2006).

Irritacdo mecanica crbnica, como préteses dentarias mal ajustadas, camaras
de succéo destinadas a obter maior fixacdo de prétese dental, dentes fraturados e
restos dentarios ndo removidos constituem, ao longo dos anos, causas de lesdes
devidas a irritagdo constante e prolongada da mucosa bucal. Uma higiene bucal
deficiente representa também um adicional de risco ao aparecimento do cancer de
boca (JITOMIRSKI, 2008).

Em relacdo ao cancer de laringe também se consideram fatores de risco a
inflamacé&o crénica da laringe causada pelo refluxo gastroesofégico, exposicao a
produtos quimicos, p6é de madeira, fuligem ou poeira de carvao e vapores de tinta,
além do alcool e tabaco (GAO et al., 2012; INCA, 2011).

Atualmente tem se colocado em evidéncia a implicagdo do HPV e EBV no
desenvolvimento de lesdes pré-cancerigenas e do carcinoma de células escamosas
(CHAUDHARY et al.,, 2009; NEVILLE et al., 2009; ROMANOS et al., 2008;
SIMONATO et al.; 2008; KOYAMA et al., 2007; KANSKY et al., 2006;BOLOGNA-
MOLINA et al., 2006; PEREIRA DE LIMA; RABENHORST, 2006; LEITE et al., 2005).

O carcinoma de células escamosas da cavidade bucal é uma doenca de
maior ocorréncia em individuos de meia-idade ou idosos. A faixa etaria de 50-60
anos tem sido registrada como prevalente, apesar do aumento observado nos
ultimos anos em faixas etarias mais jovens (CERRI; BORDINI, 2003).

Individuos de cor clara, com pouca pigmentacdo melanica, sdo os que
apresentam o maior risco de cancer de labio, principalmente em associacdo a
exposicdo a radiacdo solar (JITOMIRSKI, 2008).

Os héabitos e costumes sdo os grandes determinantes de risco para a
ocorréncia do céancer bucal, destacando-se o consumo do tabaco e do élcool. O
alcool e o tabaco aumentam o risco dependendo da quantidade utilizada e estao
relacionados a mais de 80% dos casos, sendo considerados agentes sinérgicos do
risco (BOFFETTA; HASHIBE, 2006; SILVERMAAN JR et al., 2010).

O fumo (principalmente de cachimbo e charuto) € o principal fator de risco

para o cancer de boca e de laringe. 80% dos portadores de cancer bucal sao
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fumantes. O efeito do fumo é potencializado pelo alcool, que aumenta a
permeabilidade da mucosa a agentes carcinogénicos, embora sozinho ele seja
substancia de risco a formacao do cancer bucal (INCA, 2011; DIAS et al., 2006;
GERVASIO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003).

Segundo Cerri e Bordini (2003) e o Instituto do Cancer (2011) a condigéo
socioecondmica parece exercer uma forte influéncia no aumento do risco para a
ocorréncia do cancer bucal e de laringe, ja que as classes menos favorecidas nao
dispdem de recursos para a promoc¢do e manutencao de sua saude bucal, somando
uma seérie de agravos (fatores irritativos crénicos), que exercem papel importante na
carcinogénese.

Para Biazevic e Antunes (2006) o estudo da associacéo entre cancer bucal e
privacdo social é complexo e sugere varias possibilidades. Por um lado, condicdes
precarias de vida e trabalho podem se associar a exposi¢cao mais intensa aos fatores
de risco. Por outro lado a estratificagcdo social da doenca pode também refletir
padrbes diferenciais de acesso a informacfes e servicos de saude: geralmente os
grupos populacionais mais submetidos a privagcdo social recebem menos
informagBes em saude, sdo menos susceptiveis a mudanca de comportamento, tém
menos recursos terapéuticos, menor acesso a um diagnostico precoce e pior
progndstico quando desenvolvem o agravo.

Apesar do avanco cientifico, que tem proporcionado melhores recursos tanto
no diagnéstico como para o tratamento do cancer, esta doenca continua sendo um
dos grandes problemas de saude publica, constituindo-se na segunda causa natural
de morte nas regibes mais desenvolvidas no Brasil. Isto também é observado no
cancer oral, ja que, os casos sao diagnosticados em estagios avancados, quando as
possibilidades de cura sao extremamente baixas (TORRES-PEREIRA, 2012;
SOARES et al., 2005; CERRI; BORDINI, 2003; SOARES et al., 2002).

2.5.4. Diagnéstico do cancer bucal e de laringe

O diagndstico precoce do cancer de boca costuma ser bastante dificultado
por dois motivos: as lesBes serem assintomaticas na fase inicial e os profissionais
gue examinam a boca raramente identificam as lesées (JITOMIRSKI, 2008).

Soares et al. (2002) afirmaram que o diagndéstico do cancer bucal é simples
e deve ser precoce, pois sua evolucdo natural é rapida e num estagio avancado o

tratamento fica impossibilitado, evoluindo para a morte do individuo ou ocasionando
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sequelas estéticas ou funcionais do aparelho estomatognatico. O diagndstico tardio
também resulta no maior custo do tratamento e prolongado tempo de internacao
hospitalar do paciente, onerando o sistema de saude.

Para o diagndstico precoce o cirurgido dentista devera atentar para a histéria
clinica do paciente e para a busca de lesbes suspeitas, principalmente, as de maior
potencial para a cancerizacdo, como as eritroplasias, lesdes vermelhas, e as
leucoplasias, lesGes brancas (DIAS et al., 2006).

Em estagios mais avancados da doenca poderdo ser encontrados
sangramentos esporadicos, dor e mobilidade dental, dor reflexa no ouvido, limitacao
de movimentos mandibulares e ocorréncia de nddulos cervicais. O agravamento da
doenca evolui ao sangramento em profusdo e desnutricdo do paciente (CERRI,
BORDINI, 2003; DIAS et al., 2006; JITOMIRSKI, 2008).

Os sintomas mais comuns no cancer de laringe séo a rouquidao duradoura e
persistente. A dificuldade de engolir o alimento (disfagias) com alguma dor ou
sensacao de queimacéao pode ser outro sintoma do cancer de laringe, como também
a dispneia ou falta de ar, halitose, perda de peso ou raramente, a dor de ouvido
(INCA, 2011).

Em programas de saude publica que contemplem o controle do cancer de
boca e que envolva equipe multidisciplinar, outros profissionais, como o médico
generalista, 0 assistente social, o enfermeiro e o pedagogo, podem contribuir na
deteccédo de lesbes precoces, principalmente através do estimulo do autoexame da
cavidade bucal (DIAS et al., 2006).

Apesar da reconhecida soberania do exame clinico no diagnéstico das
doencas, nenhuma conduta terapéutica nos casos de cancer bucal, deve ser
realizada sem o procedimento da biépsia. A biépsia proporciona o conhecimento do
grau de comprometimento no processo neoplasico, servindo de parametro para o
plano de tratamento (CERRI; BORDINI, 2003).

2.5.5. Graduacéo histopatolégica

Baseia-se no grau de diferenciacdo das células tumorais e no niumero de
mitoses. O grau de diferenciacao refere-se a maior ou menor semelhanca das
células tumorais com as células do tecido normal que pode ter-lhe originado. O

namero de mitoses expressa a atividade celular. Quanto maior a proliferacdo de um
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tecido, maior serd o niumero de mitoses verificadas (BRASIL, 2010; STRICKER,;
KUMAR, 2008).

A graduacdo dos tumores é determinada pela aparéncia citologica e €
baseada na ideia de que o comportamento e a diferenciacdo estao relacionados,
com tumores pouco diferenciados apresentando comportamento mais agressivo
(STRICKER; KUMAR, 2008).

Em 1920, Broders propds um sistema de classificacdo para o carcinoma de
células escamosas de cavidade oral, revisado em 1925, que se fundamentou na
relagdo entre células diferenciadas e indiferenciadas, classificando os tumores em
qguatro grupos: Grau I, Il, lll e IV. Grau | com 0 a 25% de células indiferenciadas,
Grau Il com 25 a 50% de células indiferenciadas, Grau Ill com 50 a 75% de células
indiferenciadas e Grau IV com 75 a 100% de células indiferenciadas (LOURENCO et
al., 2007).

A atual classificacdo adotada pela Organizacdo Mundial de Saude (Quadro
2.1) permanece adotando como critério de classificacdo, o grau de diferenciacao
celular, mas agrupa os tumores em pouco, moderadamente e bem diferenciados.
Para isso devem ser observadas caracteristicas como ceratinizacdo, pleomorfismo
nuclear e celular, atividade mitética e atipias celulares. Embora ndo estejam
inseridos nessa classificagcdo os parametros como tamanho, localizacdo, padréo de
invasdo, invasao perineural e linfovascular sédo importantes para analise do
prognadstico e sobrevida dos pacientes (LINDENBLATT et al., 2009; BARNES et al.,
2005).

Quadro 2.1- Classificacdo adotada pela OMS para gradacao histopatoldgica.

Gradacéo Histopatoldgica - OMS

Parametros Caracteristicas

Pouco diferenciados Predominio de células imaturas
Numerosas mitoses tipicas e atipicas
Minima ceratinizacéo

Moderadamente Certo grau de pleomorfismo nuclear e atividade
mitética
Pouca ceratinizacéo

Bem diferenciadas Arquitetura tecidual semelhante ao padrdo normal
do epitélio escamoso.

Adaptado de Lourenco et al., 2007.
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2.5.6. Estadiamento

O estadiamento do céancer baseia-se no tamanho da lesdo primaria,
extensdo de disseminacao para linfonodos regionais e a presenca ou auséncia de
metastases. Geralmente € baseada em exames clinicos e radiogréaficos e, em alguns
casos, exploracdo cirdrgica. Pode ser clinico ou patolégico. No Brasil utiliza-se o
Sistema TNM de Classificacdo dos Tumores Malignos, onde T é a avaliacdo da
dimensdo do tumor primario (TO, T1, T2, T3 e T4), N € a extensdo de sua
disseminacgdo para os linfonodos regionais (NO, N1, N2 e N3), M é a presenca ou
auséncia de metastase a distancia (M0 e M1) (BRASIL, 2010; NEVILLE et al., 2009;
BRENER et al., 2007).

A determinacao da extensdo da doenca e a identificacdo dos 6rgaos por ela
acometidos constituem um conjunto de informacdes fundamentais para obtencao de
informagBes sobre o comportamento bioldgico do tumor; selecdo da terapéutica;
previsdo das complicacdes; obtencao de informacdes para estimar o progndéstico do
caso; avaliacdo dos resultados do tratamento; investigacdo em oncologia: pesquisa
basica e clinica e publicacdo dos resultados e troca de informacdes. Pacientes com
mesmo tipo de cancer, mas com diferentes estadios, poder&o receber diferentes
tipos de tratamento (INCA, 2012; BRASIL, 2010).

2.5.7. Tratamento do cancer bucal e de laringe

Cerri e Bordini (2003) relataram que o adequado diagnéstico € de suma
importancia para a elaboracdo do tratamento. O tipo histoldgico, estadiamento e
condicbes gerais do paciente, determinam o planejamento terapéutico mais
indicado.

Entre os fatores que definem qual o tratamento de escolha estdo a
localizagdo da lesdo, o tipo histolégico e a experiéncia do profissional. A remocao
cirdrgica dos linfonodos como forma profilatica é defendida por muitos e criticada por
outros. O estadiamento e o estudo histopatologico sdo parametros adequados para
a retirada das cadeias ganglionares. A situacdo geografica do tumor na cavidade
oral é fator determinante para o tratamento e prognéstico. Os canceres localizados
no assoalho da boca e na lingua apresentam um maior nimero de insucesso e
demandam um tratamento mais dificil do que os localizados no labio (DIAS et al.,
2006).
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O estadiamento clinico da doenca guia o tratamento dos carcinomas de
células escamosas intraorais, que consiste na excisdo cirurgica ampla (radical),
radioterapia ou na combinacéo de cirurgia e radioterapia. Os carcinomas da regiao
de labio geralmente sdo tratados com excisdo cirargica, o carcinoma de células
escamosas localizado no labio superior € mais grave que o do labio inferior, porém o
carcinoma do labio superior € menos frequente (NEVILLE et al., 2009).

As lesdes de orofaringe geralmente recebem tratamento de radioterapia,
assim como lesdes com presenc¢a de margens cirdrgicas exiguas ou comprometidas,
metastase regional, caracteristicas histopatoldgicas de alto grau e invasao perineural
ou angiolinfatica. A quimioterapia € usada como terapia adjuvante nesses casos
(NEVILLE et al., 2009).

A quimioterapia geralmente é administrada em conjunto com a radiacao,
como terapia de inducdo seguida por quimiorradioterapia concomitante ou como
terapia paliativa (ALKAN et al., 2010; NEVILLE et al., 2009).

A cirurgia, apesar de eventuais mutilacdes, € o tratamento de escolha
sempre que possivel, uma vez que as consequéncias sisttmicas Sd80 menos
comprometedoras que a quimioterapia ou radioterapia, que geralmente provocam
mucosites, osteoradionecrose, alopecia entre outras complicacbes. Em lesdes
pequenas, contudo, ndo é raro 0 uso exclusivo da radiacdo. Embora os agentes
guimioterapicos possam temporariamente reduzir o tamanho de um aumento de
volume tumoral, nenhum deles tem melhorado as taxas de sobrevida
significativamente (REGEZI et al., 2008; CARVALHO, 1997; TOMMASI, 1997).

A dimensé&o do tumor também influencia no tratamento escolhido, assim em
carcinomas intraorais pequenos, uma unica modalidade de tratamento é escolhida.
Pacientes com lesfes maiores ou com lesdes que apresentem linfonodos
clinicamente palpaveis requerem terapia combinada. Paciente com carcinoma de
lingua em estagio inicial (T1/T2 e NO), mas profundamente invasivos (espessura
maior de 3 ou 4 mm) tem risco aumentado para metastase subclinica para linfonodo
e devem receber irradiacdo pos-operatéria em pescoco ou disseccdo de pescoco
eletiva. Na suspeita de metastase local para linfonodos, uma dissecc¢éo radical ou
radical modificada deve ser realizada no pesco¢o (ALKAN et al., 2010; NEVILLE et
al., 2009).

E essencial que o tratamento e preservacdo do cancer bucal, seja realizado

por uma equipe multidisciplinar, envolvendo o cirurgido dentista (CD), o oncologista,
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0 cirurgido, o radioterapeuta e areas afins. Por mais incipiente que seja o cancer, ele
deve ser controlado periodicamente através de exame clinico e complementares, se
necessario (CERRI; BORDINI, 2003).

O tratamento do cancer de laringe assim como o bucal também varia de
acordo com a localizacdo e a extensdo do cancer. Pode-se realizar cirurgia e/ou
radioterapia ou quimioterapia associada a radioterapia. Diagndstico precoce é
importante para evitar deformidades fisicas e problemas psicossociais que podem

advir da perda da fala quando da realizacao de laringectomia total (INCA, 2012).

2.6. PREVALENCIAS DE HPV E EBV EM ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS DE
CANCER BUCAL E DE LARINGE.
2.6.1. Prevaléncia de HPV em estudos

Snijders et al. (1996) analisaram a prevaléncia do HPV em 63 carcinomas de
células escamosas em diferentes sitios anatbmicos de cabeca e pescoco atraves de
PCR. O DNA do HPYV foi detectado em 20,6% dos casos. PCR especifico para os
subtipos 6, 11, 16, 18, 31 e 33 do HPV demonstraram a presenca do HPV 16
sozinho nestes carcinomas. O HPV 16 também foi encontrado no epitélio normal em
areas marginais da maioria dos casos HPV positivos dos carcinomas de células
escamosas.

Estudo realizado por Giovannelli et al. em 2006, comparou a frequéncia de
HPV em pacientes com lesbes potencialmente malignas e lesbes malignas na
cavidade oral através de escovacdo da mucosa oral normal adjacente a lesdo e nas
lesBes. Foram selecionados 50 pacientes com leucoplasia oral, 49 com liquen plano
oral (lesbes potencialmente malignas) e 17 com carcinoma de células escamosas
orais (lesdo maligna). O DNA de HPV foi encontrado em 22% nas lesdes e em 16%
nas areas adjacentes de leucoplasia oral; em 24,5% e 22,4% nas lesdes e areas
adjacentes de liguen plano oral respectivamente e 35,3% e 41,2% nas lesbes e
areas adjacentes de carcinoma de células escamosas respectivamente.

Xavier et al. (2007) em estudo piloto verificaram a frequéncia de
aparecimento do HPV na cavidade oral em 10 homens com HPV anogenital positivo,
através de PCR e estudo histologico. Todos 0s pacientes apresentaram exame
macroscopico normal da cavidade oral e a biologia molecular para HPV foi negativa

para todos.
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Simonato et al. (2008) investigaram a presenca de HPV em 29 espécimes
emblocadas em parafina de carcinomas de células escamosas de assoalho de boca
e verificaram a prevaléncia de HPV em 17,2%, utilizando nested PCR.

Gonzélez-Losa et al. (2008) verificaram a prevaléncia de HPV de alto risco
em 77 individuos com mucosa oral normal através de captura hibrida 2, em Yacatan,
México e apenas uma amostra (1,2%) foi positiva para HPV de alto risco.

Gheit et al. (2009) realizaram estudo na india Central com o objetivo de
determinar a prevaléncia de 19 tipos do HPV (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 e 82) no cancer cervical, vulva, vagina, pénis e oral.
Foi encontrada prevaléncia de 27,5% de HPV16 no cancer oral. Outros tipos de HPV
nao foram encontrados no cancer oral.

A frequéncia do HPV na mucosa oral normal de individuos sadios por meio
de PCR foi analisada por Esquenazi et al. (2010). Cem individuos na faixa etaria de
20 a 31 anos, estudantes universitarios, sem historia, queixas ou lesdes visiveis ao
exame fisico de cavidade oral e orofaringe tiveram material da mucosa oral coletado
por raspado com escova e analisados através de PCR. Os resultados demonstraram

auséncia de HPV em todas as amostras.

2.6.2. Prevaléncia de EBV em estudos

Kobayashi et al. (1999) avaliaram a prevaléncia do EBV no carcinoma oral
de células escamosas através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
hibridizacdo Southern blot e hibridizacao in situ (HIS). O DNA do virus Epstein-Barr
foi detectado em 15,2% (7) das 46 amostras estudadas por uma combinacdo da
PCR e hibridizacdo Southern blot. Todas as amostras positivas mostraram
carcinoma bem diferenciado, sugerindo uma possivel relacao entre a infeccéo pelo
EBV e o grau de diferenciacao do tecido do carcinoma. Nenhum sinal de pequenas
moléculas de RNA (EBER-1) foi demonstrado pela hibridizacdo in situ. Nao foi
observada relacéo significativa entre a infeccéo pelo EBV e metastase linfatica.

Ikuta et al. (2000) efetuaram a deteccdo do EBV na garganta de 48 adultos e
saliva de 93 criangcas saudaveis no Japdo através de esfregaco. O EBV foi
encontrado em 90% (43) na garganta de adultos e em 38% (35) na saliva das
criangas. A prevaléncia de EBV na saliva das criangas aumentava com a idade. Nos
adultos o EBV 1 foi encontrado em 86%, o EBV 2 em 2% e 10% apresentaram

ambos os tipos. Nas criancas 94% e 6% pertenciam ao tipo 1 e 2 respectivamente.
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Ammatuna et al. (2001) verificaram a prevaléncia de HPV, EBV e
citomegalovirus na mucosa oral normal de 57 pacientes infectados por HIV e 40
transplantados renais. 30 pacientes saudaveis foram utilizados como controles. EBV
foi identificado em 42,1% dos pacientes HIV positivos, em 65% dos transplantados
renais e 16,6% do grupo controle. O HPV foi detectado em 7,0% dos HIV, 20,0% em
transplantados e 3,3% do grupo controle.

Higa et al. (2002) realizaram estudo para verificar os subtipos de EBV em
carcinomas de células escamosas oral em Okinawa, ilha subtropical no sul do
Japédo, comparando com os subtipos encontrados em Kitakyushu e Kumamoto no
continente do mesmo pais. Em Okinawa, de 54 pacientes estudados 39 estavam
infectados por EBV, sendo 25 por EBV 1, 06 por EBV 2 e 08 por ambos os virus. No
continente japonés de 41 casos, 10 foram positivos para EBV, com 09 casos de EBV
1 e 01 caso de EBV 2.

Bagan et al. (2008) analisaram a presenca do EBV em vinte pacientes
acometidos de leucoplasia verrucosa proliferativa e carcinoma oral de células
escamosas em bidpsias submetidas a PCR. O EBV foi encontrado em 60% dos
pacientes com leucoplasia verrucosa proliferativa e em 40% dos casos de carcinoma

oral de células escamosas.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Verificar a prevaléncia do Papilomavirus humano (HPV) e do virus Epstein-

Barr (EBV) na mucosa oral normal e acometida com neoplasias orais e de laringe.

3.2. ESPECIFICOS

- Verificar os tipos mais prevalentes de HPV 6, HPV 11, HPV 16, HPV 18,
HPV 31, HPV 33, HPV 35, HPV 52 e HPV 58 na cavidade oral em condicbes
normais e na presenca de lesGes da cavidade oral e laringe.

- Verificar os tipos mais prevalentes de EBV (EBV 1 e EBV 2) na cavidade
oral em condi¢des normais e na presenca de lesdes da cavidade oral e laringe.

- Correlacionar a localizacdo do carcinoma na cavidade oral com a presenca
de HPV e EBV.

- Correlacionar a infeccdo por HPV e EBV entre homens e mulheres no
estado do Para.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CARACTERIZACAO DO ESTUDO:

Este estudo caracteriza-se como um estudo transversal analitico.

4.2. SELECAO DE CASOS

Para este estudo foram estabelecidos dois grupos:

4.2.1. Grupo 1. composto de espécimes emblocados em parafina, com
diagndstico confirmado de carcinoma epidermaoide bucal e laringe. Grupo constituido
a partir de pacientes atendidos no Hospital Ophir Loyola na cidade de Belém, que
funciona com referéncia terciaria ao atendimento de cancer no estado do Para.

Foram selecionados 70 blocos parafinados de pacientes com diagnéstico
confirmado de carcinoma epidermdide bucal e de laringe acompanhados de ficha
clinica com o maior niumero de informacdes possiveis. Apesar de trés fichas
incluidas neste estudo ndo apresentarem os dados de identificacdo completos dos
pacientes as mesmas foram incluidas por apresentarem os dados relativos ao
diagndstico histopatoldgico registrado.

4.2.2. Grupo 2: composto de raspado bucal de 166 individuos sem presenca
de lesbes na cavidade bucal. O grupo foi selecionado nas clinicas de atendimento
da Faculdade de Odontologia e no Nucleo de Medicina Tropical da Universidade
Federal do Pard e em consultério odontolégico particular pela pesquisadora
responsével. Para padronizacdo dos exames todas as amostras foram colhidas pela
pesquisadora.

Critérios de incluséo para o estudo:

a- Blocos parafinados: diagnéstico confirmado de carcinoma de células
escamosas bucal e de laringe, de individuos de ambos 0s géneros de 18 a 92 anos
de idade, acompanhado de dados clinicos das lesdes, obtidos a partir de
informacbes contidas nas fichas clinicas ou de requisicdo para exame
anatomopatologico tais como: idade, género, raca, profissdo, estado civil, fatores
predisponentes, localizagdo anatdmica da lesdo, diametro da lesdo, aspecto da
lesdo, estadiamento, TNM, diagnéstico clinico, diagndstico histopatolégico e

tratamento (Apéndice A) e concordancia do individuo em participar do estudo.
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b- Raspado bucal: individuos com mais de 18 anos, que concordaram em
participar do estudo apos informados dos seus objetivos e que ndo apresentavam
lesGes na cavidade bucal no momento do exame.

Para estes individuos foi utilizada ficha clinica com os seguintes dados:
idade, género, raca, local de colheita do material, presenca de cérie, doenca
periodontal e uso de alcool e fumo (Apéndice B).

A nado observancia de um dos critérios acima implicou na exclusdo do

material biol6gico ou do individuo.

4.3. ANALISE LABORATORIAL
4.3.1. Identificacdo do HPV e EBV

A andlise laboratorial para identificacdo viral foi realizada através da técnica
de PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase), no Laboratério de Imunopatologia do
Nucleo de Medicina Tropical.

4.3.1.1. Isolamento do DNA

a-Grupo 1: Amostras de carcinoma de células escamosas

Para os casos confirmados de cancer, o DNA foi obtido de amostras
teciduais parafinadas. Inicialmente, com o auxilio de uma navalha estéril, 10
micrometros de material foi retirado, colocado em microtubo de 1,5 mL e submetido
a extracdo de DNA pelo kit QlAamp® DNA FFPE Tissue kit da Qiagen. Apés a
extracdo do DNA a amostra foi amplificada através do kit REPLI-g® da QIAGEN.

a.1- Extracao de DNA pelo kit QIAamp® DNA FFPE Tissue kit da Qiagen:

- No microtubo contendo o corte foi adicionado 1 mL de xilol. O microtubo
era fechado, levado ao vortex por 10 segundos e centrifugado em velocidade de
13.000 rpm por 2 minutos a 20°C. Removia-se 0 sobrenadante por pipetagem
cuidadosamente e 1 mL de etanol 96-100% era adicionado no pellet e misturado no
vortex com centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos em 20°C. Outra remocédo do
sobrenadante por pipetagem era realizada, seguida de incubacdo a temperatura
ambiente, mantendo o tubo aberto, por 10 minutos ou até todo o etanol residual
evaporar.

- O pellet era ressuspendido em 180 puL de buffer ATL com adi¢c&o de 20 pL
de proteinase K e agitacdo no vortex, seguida de incubagéo a 56°C por 1 hora ou até
a amostra lisar completamente. Nova incubacédo a 90°C por 1 hora era realizada com

mais uma centrifugagéo a 1 minuto por 15°C por 11.000 rpm.
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- A seguir eram colocados 200 pL buffer AL e o microtubo levado ao vortex,
era efetuada a adicdo de 200 pL de etanol e procedida agitacdo no vortex e rapida
centrifugacao.

- O contetdo do microtubo era transferido para a coluna e centrifugado a 1
minuto por 8.000 rpm, em seguida procedia-se a troca do tubo coletor e adicionava-
se 500 pL de buffer AW1 na mistura seguido de centrifugacao por 1 minuto a 8.000
rpm. Nova troca do tubo coletor era executada e 500 uL de buffer AW2 adicionado
com outra centrifugagado por 1 minuto a 8.000 rpm. O tubo coletor era removido e
uma centrifugacéo seca por 3 minutos a 13.00 rpm executada.

- A coluna era transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril e 50 uL de
buffer ATE adicionado na coluna, que era fechada e incubada por 1 minuto a 15-
25°C e posterior centrifugacdo por 1 minuto em velocidade maxima para a obtengéo
do DNA e armazenamento a — 20°C.

a.2- Amplificacdo da amostra através do kit REPLI-g® da QIAGEN.

- Inicialmente preparou-se o Buffer D1 e N1 nas seguintes concentracdes:

- Buffer D1: 0,50 pL de DLB e 2 uL agua para cada reacao.

- Buffer N1: 0,75 pL de stop solution e 4,25 uL de agua cada reacéo.

- Em microtubo de 1,5 ou 0,5 mL foi colocado 2,5 pL de DNA e 2,5 pL de
Buffer D1, com agitacdo no vortex e centrifugacao rapida.

- A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 3 minutos e 5,0 pL de
Buffer N1 adicionado na amostra com agitacao no vortex e centrifugacdo rapida.

- A sequir ocorria o preparo do Master Mix usando 29 uL de Buffer reaction,
1 pL de DNA polimerase e 10 yuL de agua para cada reacdo. 40 pL do Master Mix
eram adicionados em 10 pL do DNA desnaturado, com incubacao a 30° por 08 a 16
horas e posterior incubacao a 65° por 3 minutos.

b- Grupo 2: Amostra de raspado bucal

Para obtencdo de DNA de individuos sem presenca de lesGes na cavidade
bucal foi coletado o material através de raspado com escova estéril (kit para coleta
de colpocitologia oncoética) da mucosa do vestibulo da boca bilateralmente,
superficie dorsal e ventral de lingua, palato duro e palato mole e assoalho bucal
(XAVIER et al., 2007).

Antes de efetuar o raspado o participante da pesquisa bochechava quatro
vezes 10 mL de solugdo de agua destilada para promover a limpeza da cavidade

oral, quando entéo o raspado era efetuado e a escova mergulhada a seguir em um
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tubo conico de 15 mL, contendo 3 mL de PBS (solu¢do salina tamponada com
fosfato). Em seguida centrifugava-se o tubo a 2000 rpm por 5 minutos para a
precipitacdo das ceélulas, sendo o sobrenadante desprezado e as células
ressuspendidas em 5 mL de PBS. Nova centrifuga¢céo a 2000 rpm por 5 minutos era
executada, com o sobrenadante desprezado outra vez e ressuspendido em 400 mL
de PBS e transferido para um microtubo de 1,5 mL para armazenamento a -20°C.

O DNA foi extraido utilizando o kit PureLink® Genomic DNA (Invitrogen)
obedecendo os seguintes passos:

- Em um microtubo de 1,5 mL colocava-se 200 puL da amostra e adicionado
20 pL de proteinase K e 20 yL de RNase A, sendo entdo agitado no vortex e
incubado a temperatura ambiente por dois minutos.

- A seguir adicionava-se 200 pL Purelink Genomic Lysis/Binding Buffer e o
microtubo levado ao vortex para homogeneizar, com incubagéo a 55°C por dez
minutos.

- Apés incubacédo adiciona-se 200 pL de etanol a 96-100% agitava-se no
vortex por 5 segundos. O conteudo era entédo transferido do microtubo para a coluna
existente no kit e centrifugado a 10.000 rpm por um minuto a temperatura ambiente,
realizando em seguida troca do tubo coletor e lavagem do DNA adicionando 500 pL
de wash buffer 1. A coluna era centrifugada a 10.000 rpm por um minuto, com nova
troca do tubo coletor e adicdo de 500 pL de wash buffer 2 e centrifugacéo por trés
minutos a velocidade maxima.

- O tubo coletor era descartado e a coluna transferida para um microtubo de
1,5 mL estéril para eluicdo, utilizando 100 pL de PurelinK Genomic Elution buffer na
coluna com incubacdo a um minuto na temperatura ambiente, seguida de
centrifugacdo a velocidade maxima por um minuto. O DNA genémico purificado era
congelado a — 20°C.

4.3.1.2. PCR para deteccéo e sub-tipagem de HPV e EBV:

a) Para pesquisa de HPV foram utilizados dois procedimentos de PCR: PCR
1 para a deteccédo do DNA viral e PCR 2 para a tipagem. As amostras positivas para
HPV foram tipadas para os virus dos tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58.

PCR 1. Realizada de forma convencional em termociclador Eppendorf,
utilizando o GoTag® Green Master Mix da Promega. Para cada reacgao foi utilizado
10 yL de Mix, 8,2 de agua e 0,8 pL de oligos, MY9 e MY11l (especificos para
deteccdo de HPV) e 1,0 uL de DNA. A reacéo foi padronizada com um ciclo de
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desnaturacao inicial de 94°C por 3 minutos e 40 ciclos da amplificacdo de PCR.
Cada ciclo consistiu de desnaturacdo em 94°C por 30 segundos, anelamento a 56°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A extensao final ocorreu a
72°C por 5 minutos e a reagéo era mantida a temperatura de 10°C. Em seguida as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em TBE. As
amostras positivas apresentaram uma banda de 440 bp (Figura 4.1). Em caso de
duvida a amostra foi submetida a nova PCR com os oligos GP5-GP6, nas mesmas

condi¢cOes descritas anteriormente, com as amostras positivas apresentando 250 bp.

Figura 4.1- Gel em agarose para deteccéo do HPV. 440 bp.

PCR 2: foi feita por PCR em tempo real no aparelho StepOnePlus da Applied
Biosystems, utilizando sondas especificas e kit Platinum® qPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen). Para cada amostra foi utilizado 10,0 pL de mix, 1,0 pL de DNA, 0,5 pL
oligo iniciador, 0,2 yL de ROX Dye, 0,2 uL de magneésio e 8,1 pL agua Milli Q
autoclavada gsp, totalizando 20 pL de reacdo. Foram executados 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 30 segundos e anelamento e extensédo por 30 segundos.
Ao final foi realizado o protocolo de dissociacao térmica, para controle de qualidade

da reacédo. Os resultados foram analisados pelo ABI 7000 SDS software (Figura 4.2).
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Figura 4.2 - Curva de amplificacéo para HPV 58
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b) Para pesquisa de EBV também foram utilizados dois procedimentos de
PCR: PCR 1 para a deteccdo do DNA viral e PCR 2 para a tipagem. Ambas de
forma convencional em termociclador Eppendorf. As amostras positivas para EBV
foram tipadas para os virus dos tipos 1 e 2.

PCR 1: Realizada utilizando o GoTag® Green Master Mix da Promega. Para
cada reacao foi utilizado 10 pL de Mix, 8,2 de a4gua e 0,8 pL de oligos, EBNA2
(especificos para deteccdo de EBV) e 1,0 uL de DNA. A reacdo foi padronizada com
um ciclo de desnaturacgao inicial de 94°C por 3 minutos e 45 ciclos da amplificacao
de PCR. Cada ciclo consistiu de desnaturagdo em 94°C por 30 segundos,
anelamento a 56,8°C por 1 minuto e extensédo a 72°C por 30 segundos. A extensao
final ocorreu a 72°C por 7 minutos e posteriormente mantido a 4°C. Em seguida as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2,0% em TBE. As
amostras positivas teriam de apresentar 596 bp.

PCR 2: Para tipagem de EBV 1 e 2 foi realizada PCR nas mesmas
condicOes utilizadas na PCR1 para EBV, com oligos especificos para EBV 1 e EBV
2. As amostras positivas para EBV 1 deveriam apresentar 496 bp e EBV 2 165 bp
(Figura 4.3).
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Figura 4.3- Gel em agarose pra deteccdo de EBV 1 e EBV 2.
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Para controle da presenca de DNA nas amostras e para avaliar se ndo ha
inibidor de reacdo, todas as amostras foram submetidas a PCR, nas mesmas
condi¢des usadas para deteccdo de HPV, para (3 globina, que é um gene constitutivo
e deve amplificar todas as amostras (269 bp). Para evitar contaminacdo com DNA
estranho foram utilizados ambientes independentes para cada uma das etapas:
extracdo do DNA, preparacao do mix, procedimento da PCR e eletroforese.

Todas as reacdes foram realizadas utilizando um controle positivo (amostra
reconhecidamente positiva para o virus) e um controle negativo para PCR 1 e dois
controles negativos, no caso de PCR em tempo real, a fim de estabelecer a
confiabilidade da reacao.

Oligos selecionados:

B globina:

F: GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC

R: CAACTT CAT CCACGT TCACC

Oligos gerais para HPV:
MYO09: 5°-CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC-3’
MY11: 5°-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG-3
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GPS:5'TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC' 3
GP6: 5' GAA AAATAA ACT GTA AAT CATATT C'3

Sondas para tipagem de HPV:
Para tipagem de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58 foram desenvolvidas
sondas especificas no Laboratorio de Imunopatologia do Nucleo de Medicina

Tropical da Universidade Federal do Para pela Profa. Dra. Hellen Fuzii.

Oligos para EBV (Wu et al., 2007):

Oligos externos:

5-AGG GATG CCT GGA CAC AAG A-3'
5-TGG TGC TGC TGG TGG TGG CAA-3

Oligos internos:
EBV-1: 5-TCT TGA TAG GGA TCC GCT AGG ATA-3'
5-ACC GTG GTT CTG GAC TAT CTG GAT C-3'
EBV-2: 5-CAT GGT AGC CTT AGG ACA TA-3'
5-AGA CTT AGT TGATGC TGC CCT AG-3'

4.4. ASPECTOS ETICOS

Este projeto seguiu as normas da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional
de Saude, relativa a pesquisa em seres humanos, que torna necessaria a aprovacao
do protocolo de pesquisa por um Comité de Etica em Pesquisa Institucional.

Além disso, por se tratar de pesquisa envolvendo material biolégico e
também o exame bucal de seres humanos para coleta de material para exame de
biologia molecular, tal procedimento pressupde a utilizagdo do consentimento livre e
esclarecido, conforme explicitado no capitulo IV da Resolu¢cdo CNS 196/96 (BRASIL,
20009).

No termo de consentimento (Apéndice C, para material biolégico e Apéndice
D para grupo controle), foram esclarecidas a utilizacdo do material biologico, as
caracteristicas do exame bucal e colheita de material a ser realizado, o sigilo dos

dados obtidos e a livre decisdo de participacdo do individuo. Foi exigido que todos
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0s participantes da amostra autorizassem a sua participacdo no estudo através de

assinatura ou identificacao por impresséao dactiloscopica.

4.4.1. Riscos e beneficios

Os riscos da pesquisa foram considerados minimos. Em relagédo ao risco
fisico, o exame realizado no grupo controle ndo causou nenhuma dor nem risco de
biosseguranca. No caso do material biolégico ndo foi necessario mais nenhum
procedimento clinico que pudesse causar risco fisico a este grupo de estudo, pois o
material ja tinha sido colhido.

Os riscos psicologicos também foram minimos. Para minimiza-los os
participantes da pesquisa tinham a garantia de que as informacdes obtidas seriam
analisadas com a preocupacdo de evitar a identificacdo dos mesmos e que eles
teriam a liberdade de retirar seu consentimento a qualguer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo.

A participacdo dos envolvidos ndo trouxe qualquer beneficio direto aos
mesmos, mas proporcionou um melhor conhecimento sobre a relagdo dos virus
estudados com o cancer de boca e de laringe.

N&o ocorreram despesas ou compensacdes pessoais para 0s participantes
da pesquisa em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também
nao houve compensacdo financeira relacionada a participacdo. As despesas
adicionais foram absorvidas pelo orgamento da pesquisa.

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de
Medicina Tropical da Universidade Federal do Para e aprovado através do Parecer
n° 008/2009 (Anexo A).

4.5. ANALISE ESTATISTICA:

Os dados obtidos foram registrados em um banco de dados elaborado no
Programa Excel (Windows, Microsoft®), também utilizado para realizacdo de
gréficos e tabelas.

A andlise estatistica foi realizada por meio do software BioEstat 5.0. O teste
exato de Fischer, o teste G e o Qui-quadrado foram utilizados para verificar a
significancia estatistica da presenca do HPV e do EBV nos grupos raspado bucal e
grupo de casos confirmados de cancer. O nivel de significancia adotado foi de 5% (a
= 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. INDIVIDUOS ACOMETIDOS POR CANCER BUCAL E DE LARINGE.
5.1.1. Caracterizagcdo da amostra

Entre os 70 individuos com diagndstico confirmado de cancer bucal, 88,6%
(n=62) da amostra apresentava mais de 50 anos, assim distribuido: 25,7% (n=18)
tinham de 50 a 59 anos, 24,3% (n=17) de 60 a 69 anos e 31,5% (n=22) de 70 a 79
anos. 7,1% (n=5) possuiam mais de 70 anos e apenas 7,1% apresentavam menos
de 50 anos (n=5) (Tabela 5.1). A idade média da amostra foi de 64,8 com desvio
padrdo de 12,4. A mediana encontrada foi de 64 anos.

Cinquenta e oito pacientes (82,8%) eram homens e 12,9% (9 pacientes)
mulheres. Em relacdo a cor da pele 24,3% (n=17) eram negros, 18,6% (n=13)
pardos, 42,8% (n=30) brancos. Quando analisado o estado civil dos pacientes 14,3%
eram solteiros (n=10), 42,8% (n=30) casados, 8,6% (n=6) vilvos e 34,3% (n=24)

estavam incluidos entre outros e nao informados.

Tabela 5.1- Caracterizacédo dos individuos acometidos por cancer bucal e de laringe
segundo faixa etaria, género, cor da pele e estado civil.

Caracterizagao n %
Faixa etéaria
18]---50 5 7.1
50]---60 18 25,7
60]---70 17 24,3
70]---80 22 31,5
80 ou mais 5 7,1
Nao informada 3 4,3
Sexo
Feminino 9 12,9
Masculino 58 82,8
N&ao informado 3 43
Cor da pele
Negro 17 24,3
Pardo 13 18,6
Branco 30 42,8
N&o informada 10 14,3
Estado civil
Solteiro 10 14,3
Casado 30 42.8
Viavo 6 8.6
Outros 20 28,6
N&o informado 4 57

Total 70 100,0
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Quanto a localizagdo da lesdo de cancer bucal e de laringe (Tabela 5.2),
41,5% (n=29) das lesdes estavam localizadas na laringe e 58,5% (n=41) distribuidas
em areas da cavidade oral. Das lesGes localizadas na cavidade oral foram
predominantes as lesdes envolvendo o palato (20,0%, n=14), a lingua (12,9%, n=9)
e o assoalho bucal (4,3%, n=3).

Tabela 5.2- Localizagdo da lesdo de cancer bucal e de laringe.

Local n %

Assoalho 3 43
Orofaringe 2 2,9
Laringe 29 41,5
Lingua 9 12,9
Maxila 1 1,4
Hipofaringe 1 14
Palato 10 14,3
Palato mole 3 43
Labio 1 1,4
Labio Superior 1 1,4
Labio Inferior 1 1,4
Boca 5 7,2
Lingua e orofaringe 1 1,4
Oro e hipofaringe 1 14
Palato e seio 1 1,4
Retromolar 1 1,4
Total 70 100,0

Das lesdes que tiveram o estadiamento realizado e informado nas fichas
clinicas 37,1% (n=26) se encontravam no estadio 1V, 11,4% (n=8) no estadio I,
7,1% (n=5) no estadio Il e 25,7% (n=18) no estadio | (Gréfico 5.1). Treze lesbes

(18,6%) nao tiveram seu estadiamento registrado.

Gréfico 5.1- Estadiamento da lesdo de cancer bucal e de laringe.
e N

ml mIl =il mIV mNaoinformado
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A relacdo entre o grau de estadiamento e a idade pode ser observada nas
Tabelas 5.3 e 5.4. O estadio IV foi 0 mais registrado de 30 a 79 anos. Nos individuos
de 80 ou mais anos de idade os graus | e Il foram predominantes. Teste G foi
realizado para as duas relagcées com p-valor de 0,20 para o estadiamento de lesao
de cancer com a faixa etaria e de 0,30 para o estadiamento do cancer em relacdo a

idade mediana.

Tabela 5.3- Estadiamento da lesdo de cancer bucal e de laringe em relacdo as
faixas etarias.

Idade Estadio
| 1 I IV e Vsl
informado
n % n % n % n % n % n %
30]---50 1 5,6 0 0,0 1 12,5 3 11,5 0 0,0 5 7,1
50|---60 4 22,2 1 20,0 1 12,5 8 30,8 4 30,8 18 25,7
60]---70 4 22,2 1 20,0 4 50,0 6 23,1 2 15,3 17 24,3
70]---80 7 38,9 1 20,0 2 25,0 8 30,8 4 30,8 22 31,4
80 ou mais 2 11,1 2 40,0 0 0,0 1 3,8 0 0,0 5 7.1
Nao informada 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 23,1 3 4.3
Total 18 100,0 5 100,0 8 100,0 26 100,0 13 100,0 70 100,0

Probabilidade do teste G, p=0,20.

Tabela 5.4- Estadiamento da lesédo de cancer bucal e de laringe segundo idade

mediana.
Estadio Idade* Total
<65 anos 265 anos
n % n % n %

| 6 17,6 12 36,3 18 26,9
Il 2 5,9 3 9,1 5 7,5
1] 6 17,6 2 6,1 8 11,9
v 15 442 11 33,3 26 38,8
Nao informado 5 14,7 5 15,2 10 14,9
Total 34 100,0 33 100,0 67 100,0

*3 individuos néo tiveram a idade informada. Probabilidade do teste G, p=0,30.

Quando observada a associacdo dos tratamentos realizados (Tabela 5.5) de
maneira geral a maioria dos pacientes recebeu tratamento cirargico, quer de forma
isolada (28,8%, n=20) ou em combinagdo com outras terapias (24,2%, n=17). A
terapia combinada de cirurgia + radioterapia + quimioterapia foi realizada em cinco
(7,1%) pacientes, terapia com radioterapia + quimioterapia foi observada em 17,1%
(n=12).
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Tabela 5.5- Associacdo de tratamentos realizados nos individuos acometidos por
cancer bucal e de laringe.

Localizagdo do Cancer

. Total
Bucal Laringe
Tipo de tratamento n % n % n %
Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia 2 4,9 3 10,3 5 7,1
Cirurgia + Radioterapia + Suporte Clinico 1 2,4 1 3,4 2 29
Cirurgia + Quimioterapia 1 2,4 0 0,0 1 14
Cirurgia + Suporte Clinico 1 2,4 4 13,8 5 7,1
Cirurgia + Radioterapia 4 9,8 0 0,0 4 57
Cirurgia 10 24,4 10 34,6 20 28,8
Paliativo + Radioterapia 1 2,4 0 0,0 1 1.4
Radioterapia 2 49 2 6,9 4 5,7
Radioterapia + Quimioterapia 8 19,5 4 13,8 12 17,1
Suporte Clinico 2 49 2 6,9 4 57
Nao informado 9 22,0 3 10,3 12 17,1
Total 41 100,0 29 100,0 70 100,0

Probabilidade do teste G, p=0,20.

Quando relatada em prontuério, a letalidade dos pacientes envolvidos no
estudo foi de 20% (n=14), sendo 19,5% (n=8) em cancer bucal e de laringe e 20,7%
(n=6) em laringe. Cinquenta e um individuos (72,9%) permaneciam sem registro de
Obito (Tabela 5.6).

Tabela 5.6- Obitos em individuos acometidos por cancer bucal e de laringe.

. Bucal Laringe Total
ololie n % n % n %
Sim 8 19,5 6 20,7 14 20,0
Nao 28 68,3 23 79,3 51 72,9
Nao informado 5 12,2 0 0,0 5 7,1
Total 41 100,0 29 100,0 70 100,0

Probabilidade do teste G, p=0,06.

A frequéncia do obito relacionado com a faixa etaria e a mediana estdo
representadas nas Tabelas 5.7 e 5.8.

O 6bito foi mais frequente nas faixas etarias de 50 a 59 anos e 70 a 79 anos
(35,7%, n=5 em cada faixa etaria), ndo havendo associac¢éo estatistica (p=0,36).

Quando relacionado o 6bito com a mediana (64 anos) a maior frequéncia foi
observada nos individuos com menos de 65 anos (23,5%, n=8). Também né&o houve

associagao estatistica entre obito e mediana (p=0.20).
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Tabela 5.7- Obito em individuos acometidos por cancer bucal e de laringe, segundo

faixa etaria.
Obito Total

Idade Sim Nao Nao informado

n % n % n % n %
30]---50 1 71 4 7,8 0 0,0 5 71
50l---60 5 35,7 11 21,6 2 40,0 18 25,7
60]---70 3 21,5 14 27,5 0 0,0 17 24,3
70]---80 5 35,7 17 33,3 0 0,0 22 31,5
80 ou mais 0 0,0 5 9,8 0 0,0 5 7,1
Nao informada 0 0,0 0 0,0 3 60,0 3 4,3
Total 14 100,0 51 100,0 5 100,0 70 100,0

Probabilidade do teste G, p=0,36.

Tabela 5.8- Obitos por carcinoma nos individuos acometidos por cancer bucal e de
laringe segundo idade mediana.

p et Total
Obito <65 anos 265 anos

n % n % n %
Sim 8 23,5 6 18,2 14 20,9
Nao 24 70,6 27 81,8 51 76,1
Nao informado 2 5,9 0 0,0 2 3,0
Total 34 100,0 33 100,0 67 100,0

*3 individuos né&o tiveram a idade e ébito informados. Probabilidade do teste G, p=0,20.

Ao analisarem-se os fatores de risco relacionados com o desenvolvimento
do cancer bucal e de laringe, verificou-se que 3,1% (n=2) da amostra tinha o habito
somente do etilismo, 26,2% (n=17) somente tabagismo, 46,1% (n=30) fazia o uso do
alcool e fumo e 24,6% (n=16) nao fazia uso de alcool e tabaco (Tabela 5.9).

O uso de prétese estava presente em apenas 4,3% (n=3) da amostra
(Gréfico 5.2).

Tabela 5.9- Tabagismo e etilismo nos individuos acometidos por cancer bucal e de

laringe.
Bucal Laringe Total
Variavel n % n % n %
Somente etilismo 1 2,8 1 3,4 2 3,1
Somente tabagismo 6 16,7 11 37,9 17 26,2
Etilismo e tabagismo 17 47,2 13 44,9 30 46,1
N&o consumia ambos 12 33,3 4 13,8 16 24,6
Total 36 100,0 29 100,0 65 100,0

*Cinco unidades amostrais ndo tinham a informac&o sobre etilismo e tabagismo. Probabilidade do
teste G, p=0,14.



Gréfico 5.2 - Uso de prétese nos individuos acometidos por

cancer bucal e de laringe.
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O teste exato de Fisher foi utilizado para medir a associacdo do 6bito com o

uso do fumo e alcool (Tabela 5.10). Dos individuos que faziam uso somente do

tabaco 35,8% (n=5) foram a ébito, dos que consumiam somente alcool 7,1% (n=1)

faleceram. Sete (50%) individuos que consumiam alcool e tabaco foram a 6bito,

contudo nao foi encontrada associacao estatisticamente (p=0,23)

Tabela 5.10- Associacdo de tabagismo e etilismo nos o6bitos de individuos
acometidos por cancer bucal e de laringe.

Variaveis Obito*
Sim Nao Total
n % n % n %

Somente etilismo 1 7,1 1 2,0 2 3,1
Somente tabagismo 5 35,8 12 23,5 17 26,2
Etilismo e tabagismo 7 50,0 23 45,1 30 46,1
Nao consumia ambos 1 7,1 15 29,4 16 24,6
Total 14 100,0 51 100,0 65 100,0

"Cinco unidades amostrais nao tinham a informagéo sobre 6bito. Probabilidade do teste G, p=0,23.

Deteccédo de HPV e EBV

No presente estudo 78,6% (n=55) dos participantes estavam infectados pelo

HPV (Gréfico 5.3).
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Grafico 5.3- Infeccdo por HPV nos individuos acometidos por

cancer bucal e de laringe.
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As amostras infectadas pelo HPV foram submetidas a tipagem para os
subtipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58. Um total de 9,1% (n=5) foram positivos
para HPV 6, 1,8% (n=1) para HPV 11, 9,1% (n=5) para HPV 16, 5,5% (n=3) para
HPV 18, 1,8% para HPV 52 (n=1) e 50,9% (n=28) para HPV 58. Nenhuma amostra
foi positiva para HPV 31, 33 e 35 (Gréfico 5.4). Nove amostras foram positivas para
mais de um subtipo de HPV. Quatro foram positivas para HPV 06 e 58, uma para
HPV 11 e 58, duas para HPV 16 e 58, uma para HPV 52 e 58 e uma para HPV 18 e
58. Vinte e uma amostras ndo foram positivas para nenhum dos 09 subtipos

testados.

Grafico 5.4- Presenca de subtipos de HPV nos individuos

acometidos por cancer bucal e de laringe.
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A mortalidade por cancer segundo a localizacdo da leséo e tipo de HPV
presente esta representada na Tabela 5.11. A maioria dos 6bitos esta relacionada
com a presenca do HPV 58 (21,4%, n=6), sendo 17,6% (n=3) em cancer bucal e
27,3% em laringe (n=3). O HPV 6 também foi observado em 25% de cancer bucal
(n=1).

Tabela 5.11- Mortalidade por cancer segundo localizagcdo da leséo e tipo de HPV

presente.
. Localizagéo
;r/'l,ft?sde Obito Bucal Laringe Vi
n % n % n %
HPV 6 Sim 1 25,0 0 0,0 1 20,0
Nao 3 75,0 1 100,0 4 80,0
HPV 11 Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Nao 1 100,0 0 0,0 1 100,0
HPV 16 Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Nao 5 100,0 0 0,0 5 100,0
HPV 18 Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Nao 0 0,0 3 100,0 3 100,0
HPV 31 Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Nao 0 0,0 0 0,0 0 0,0
HPV 33 Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Nao 0 0,0 0 0,0 0 0,0
HPV 35 Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Nao 0 0,0 0 0,0 0 0,0
HPV 52 Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Nao 0 0,0 1 100,0 1 100,0
HPV 58 Sim 3 17,6 3 27,3 6 21,4
Nao 14 82,4 8 72,7 22 78,6

Quando verificada a prevaléncia do EBV constatou-se que 84,3% (n=59) da

amostra estava infectada por este virus (Tabela 5.12).

Tabela 5.12- Infec¢cdo por EBV nos individuos acometidos por cancer bucal e de

laringe.
Infeccdo por EBV n %
Sim 59 84,3
N&o 11 15,7

Total 70 100,0
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Quando realizada a PCR para tipagem dos subtipos de EBV a presenca de
EBV 2 foi predominante, sendo encontrado em 94,9% (n=56/59 amostras testadas)
das amostras positivas. O EBV 1 foi encontrado em somente 13,6% (n=8/59
amostras testadas). Quatro amostras estavam infectadas para os dois tipos de EBV
(Gréfico 5.5).

Gréfico 5.5- Caracterizagdo dos subtipos de EBV nos individuos
acometidos por cancer bucal e de laringe.
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A mortalidade por cancer segundo localizacao da leséo e tipo de EBV (Tabela
5.13) demonstra que a mortalidade pelo EBV 1 foi observada em 25% da amostra
(n=2) e pelo EBV 2 em 21,4% (n=12). A mortalidade pelo EBV 1 ocorreu somente no
cancer bucal, ja pelo EBV 2 foi identificada para cancer bucal e de laringe (n=6 para

as duas associacdes).

Tabela 5.13- Mortalidade por cancer segundo localizacdo da lesdo e tipo de EBV

presente.
. Localizacdo
;r/'ifl?sde Obito Bucal Laringe et
n % n % n %

EBV 1 Sim 2 50,0 0 0,0 2 25,0

Nao 2 50,0 4 100,0 6 75,0
EBV 2 Sim 6 17,6 6 27,3 12 21,4

Nao 28 82,4 16 72,7 44 78,6
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Ao verificar-se a associagao entre a infeccdo do HPV com a localizacao da
lesdo (Tabela 5.14) observou-se que dos 55 casos que estavam infectados pelo
HPV 61,9% (n=34) localizavam-se na boca e 38,1% (21) na laringe. O teste exato de
Fisher apresentou p igual a 0,38, ndo sendo estatisticamente significante a
associacao da infeccdo do HPV com a localizag&o da leséo.

A associacdo do estadio da lesédo e a infeccdo pelo HPV foram realizadas
através do teste G (p = 0,14), sem significancia estatistica.

Para verificar a associacao entre a infeccdo pelo HPV e a mortalidade foi
utilizado o teste exato de Fisher, sendo encontrado p-valor igual a 0,72, sem
significancia estatistica. Vale ressaltar que até o momento da colheita de dados a

maioria dos pacientes permanecia viva.

Tabela 5.14- Associacdo entre a infeccdo pelo HPV e localizacdo da lesdo, o
estadiamento e mortalidade nos individuos acometidos por cancer de
boca e de laringe.

Variaveis Infec¢céo por HPV p*
Sim N&o Total
n % n % n %
Localizagéo do tumor
Boca 34 61,9 7 46,7 41 58,6 0,38¢
Laringe 21 38,1 8 53,3 29 41,4
Estadio
I 1 3,8 0 0,0 1 2,8 0,14*
Il 3 115 1 10,0 4 11,1
I 2 7,7 4 40,0 6 16,7
\Y 20 77,0 5 50,0 25 69,4
Mortalidade
Sim 10 20,0 4 26,7 14 215 0,72¢
N&o 40 80,0 11 73,3 51 78,5

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer.
*Teste G.

A associacdo da infeccdo do HPV com faixa etaria, sexo, cor da pele e
estado civil esta representada na Tabela 5.15.

Em relacdo a faixa etaria pode-se perceber que tanto os individuos
infectados pelo HPV quanto os néo infectados encontram-se distribuidos com maior
frequéncia na faixa etaria de 70 a 80 anos (32,7%, n=17), com p valor de 0,93.

Quanto ao sexo também n&o houve diferenca estatisticamente significante,
ja que os homens apresentam uma frequéncia maior que as mulheres nos dois

grupos aqui envolvidos, com infeccéo e sem infeccao pelo HPV.
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Também néo foi observada diferenca estatisticamente significante entre a cor

da pele e o estado civil.

Tabela 5.15- Associacéo entre a infeccdo do HPV com faixa etaria, sexo, cor da pele
e estado civil dos individuos acometidos por cancer de boca e de

laringe.
Variaveis Infeccdo por HPV p*
Sim N&ao Total
n % n % n %
Faixa etaria
30]---50 4 7,7 1 6,7 5 7,5 0,93*
50]---60 15 28,8 3 20,0 18 26,9
60|---70 12 23,1 5 33,3 17 25,4
70]---80 17 32,7 5 33,3 22 32,7
80 ou mais 4 7,7 1 6,7 5 7,5
Sexo
Feminino 7 13,5 2 13,3 9 13,4  1,00°
Masculino 45 86,5 13 86,7 58 86,6
Cor da pele
Negra 11 24,4 6 40,0 17 28,3  0,44*
Parda 11 24,4 2 13,3 13 21,7
Branca 23 51,2 7 46,7 30 50,0
Estado civil
Solteiro 7 13,7 3 20,0 10 15,2 0,71¥
Casado 25 49,1 5 33,3 30 45,4
Viavo 4 7,8 2 13,4 6 9,1
Outros 15 29,4 5 33,3 20 30,3

* Probabilidade do teste estatistico.

€ Teste exato de Fischer.

¥Teste G.

Trés unidades amostrais ndo tinham informacao sobre idade.

Para verificar a associacdo entre a infeccdo do HPV com tabagismo,
etilismo e uso de prétese dentéria nos individuos acometidos por cancer de boca e
de laringe foi utilizado o teste exato de Fisher (Tabela 5.16).

O tabagismo fator de risco ao desenvolvimento do cancer bucal foi relatado
com alta frequéncia, tanto nos pacientes infectados por HPV (68,0%, n=34) quanto
nos nao infectados (86,7%, n=13).

O etilismo, outro fator de risco, foi observado com frequéncias semelhantes,
tanto quando observada entre o grupo infectado pelo HPV e o grupo nao infectado,
como também na frequéncia nos grupos isolados, com um p-valor de 1,00.

O uso de protese foi pouco encontrado na amostra. Apenas 03 individuos
relataram seu uso, ndo possibilitando assim a associa¢do do uso da protese com a

presenca de HPV e consequentemente o cancer bucal.
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Tabela 5.16- Associacdo entre a infeccdo do HPV com tabagismo, etilismo e uso de
protese dentaria nos individuos acometidos por cancer de boca e de

laringe.
Variaveis Infeccéo por HPV p*
Sim N&o Total
n % n % n %
Tabagismo
Sim 34 68,0 13 86,7 47 72,3 0,20°
Nao 16 32,0 2 13,3 18 27,7
Etilismo
Sim 25 50,0 7 46,7 32 49,2 1,00¢
Nao 25 50,0 8 53,3 33 50,8
Uso de prétese dentéria
Sim 3 6,0 0 0,0 3 46  0,58°
Nao 47 94,0 15 100,0 62 95,4
Total 50 100,0 15 100,0 65 100,0  --------

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer.

A associacdo da ocorréncia de oObito e tabagismo e oObito e etilismo com a
infeccdo por HPV foram realizadas através do teste exato de Fisher e estédo
expressas nas Tabelas 5.17 e 5.18.

Entre os pacientes infectados por HPV que faziam uso do tabaco 80,0%
(n=8) e 65% (n=26) foram a 6bito ou ndo respectivamente. O p-valor foi de 0,31.
Quando observado o uso do &lcool 60,0% (n=6) e 47,5% (n=19) faleceram ou

permaneciam vivos até o registro dos dados (p=0,72).

Tabela 5.17- Associagdo da ocorréncia de ébito e de tabagismo com a infecgéo por

HPV.
HPV Tabagismo Obito
Sim N&o Total p€
n % n % n %
HPV+ Sim 8 80,0 26 65,0 34 68,0 0,31
N&o 2 20,0 14 35,0 16 32,0
HPV- Sim 4 100,0 9 81,8 13 86,7 1,00
Nao 0 0,0 2 18,2 2 13,3
Total 14 100,0 51 100,0 65 100,0  ----------

*Cinco unidades amostrais nao tinham informacéo sobre 6bito.
€valor da probabilidade do teste exato de Fisher.

HPV+ = presenca de HPV.

HPV- = auséncia de HPV.
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Tabela 5.18- Associacdo da ocorréncia de 6bito e de etilismo com a infeccéo por

HPV.
HPV Etilismo Obito
Sim N&o Total p€
n % n % n %

HPV+ Sim 6 60,0 19 47,5 25 50,0 0,72

N&o 4 40,0 21 52,5 25 50,0
HPV- Sim 2 50,0 5 455 7 46,7 1,00

N&o 2 50,0 6 54,5 8 53,3

Total 14 100,0 51 100,0 65 100,0  ----------

*Cinco unidades amostrais nao tinham informacédo sobre 6bito.

€valor da probabilidade do teste exato de Fisher.

HPV+ = presenca de HPV.
HPV- = auséncia de HPV.

A associacéo entre a infeccdo pelo EBV com a localizagdo da lesdo, o

estadiamento e mortalidade nos individuos acometidos por cancer de boca e laringe

esta representada na Tabela 5.19. Os resultados encontrados ndo demonstraram

diferenca estatisticamente significante para nenhuma dessas associacdes. p valores

de 1,00, 0,47, 0,44 para localizacdo da lesdo, estadio e mortalidade foram

observados respectivamente.

Tabela 5.19- Associacdo entre a infeccdo do EBV com a localizagéo da leséo, o
estadiamento e mortalidade nos individuos acometidos por cancer de

boca.
Variaveis Infeccdo por EBV p*
Sim Total
n % n % n %
Localizacao
Boca 35 59,3 6 54,5 41 58,6  1,00¢
Laringe 24 40,7 5 45,5 29 41,4
Estadio
| 1 3,4 0 0,0 1 28 047*
I 4 13,8 0 0,0 4 11,1
Il 5 17,2 1 14,3 6 16,7
v 19 65,6 6 85,7 25 69,4
Mortalidade
Sim 13 23,6 1 10,0 14 215  0,44¢
Nao 42 76,4 9 90,0 51 78,5

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer.
¥Teste G.
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A associacao entre a infeccdo pelo EBV com a faixa etaria, sexo, cor da
pele e estado civil dos individuos acometidos por cancer de boca e de laringe esta
expressa na Tabela 5.20.

A infeccdo por EBV foi encontrada em maior prevaléncia na faixa etaria de
70 a 80 anos (34,0%, n=19), seguida da faixa de 50 a 60 anos (28,6%, n=16). Entre
os nao infectados pelo EBV a maioria encontrava-se na faixa etaria de 60 a 70 anos
(45,4%, n=5). O p-valor foi de 0,39. Em relacdo ao sexo, 0 masculino predominou
tanto nos individuos infectados quanto nos ndo infectados, com p-valor de 0,34.

Quando observada a associacao entre cor da pele e infeccado pelo EBV,
42,0% (n=21) dos individuos brancos, 32,0% (n=16) dos negros e 26,0% (n=13) dos
pardos apresentaram infeccdo pelo EBV. Entre os ndo infectados pelo EBV 90,0%
(n=9) eram brancos e 10,0% (1) negros. Houve associacao estatistica entre as duas
caracteristicas com um p-valor <0,01. Entre os individuos infectados pelo EBV a
maioria era casada (49,1%, n=27) e entre os nao infectados a maioria declarou ter

outro tipo de estado civil. O p encontrado foi de 0,56, sem significAncia estatistica.

Tabela 5.20- Associacao entre a infeccdo do EBV com faixa etéaria, sexo, cor da pele
e estado civil dos individuos acometidos por cancer de boca e de

laringe.
Variaveis Infeccdo por EBV p*
Sim Nao Total
n % n % n %
Faixa etaria
30]---50 5 8,9 0 0,0 5 7,5 0,39%
50]---60 16 28,6 2 18,2 18 26,9
60]---70 12 21,4 5 45,4 17 25,4
70]---80 19 34,0 3 27,3 22 32,7
80 ou mais 4 7,1 1 9,1 5 7,5
Sexo
Feminino 9 16,1 0 0,0 9 13,4  0,34¢
Masculino 47 83,9 11 100,0 58 86,6
Cor da pele
Negra 16 32,0 1 10,0 17 28,3 <0,01¥
Parda 13 26,0 0 0,0 13 21,7
Branca 21 42,0 9 90,0 30 50,0
Estado civil
Solteiro 8 14,5 2 18,2 10 15,2 0,56*
Casado 27 49,1 3 27,3 30 454
Viavo 5 9,1 1 9,1 6 9,1
Outros 15 27,3 5 45,4 20 30,3

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer. ¥ Teste G.
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Quando se verificou a associagéo ente a infeccdo do EBV com o tabagismo,
etilismo e protese (Tabela 5.21), a maioria dos pacientes fazia uso do tabaco tanto
no grupo dos infectados (69,1%, n=38) quanto nos nao infectados (90,0%, n=9). Em
relacéo ao alcool 54,5% (n=30) dos infectados por EBV néo bebia e 70,0% (n=7) dos
nao infectados ingeria alcool. Os trés individuos (5,5%) que referiram uso de proétese
apresentaram-se infectados pelo EBV. Contudo os valores encontrados no teste
exato de Fisher, p = 0,26, p = 0,18 e p = 1,00 ndo foram estatisticamente

significantes para o tabagismo, etilismo e uso de prétese respectivamente.

Tabela 5.21- Associacdo entre a infeccdo do EBV com tabagismo, etilismo e uso de
protese dentéria nos individuos acometidos por cancer de boca e de

laringe.
Variaveis Infeccao por EBV p*
Sim N&o Total
n % n % n %
Tabagismo
Sim 38 69,1 9 90,0 a7 72,3 0,26¢
Nao 17 30,9 1 10,0 18 27,7
Etilismo
Sim 25 45,5 7 70,0 32 49,2  0,18¢
Nao 30 54,5 3 30,0 33 50,8
Uso de prétese dentéaria
Sim 3 55 0 0,0 3 4,6 1,00¢
Nao 52 94,5 10 100,0 62 95,4
Total 55 100,0 10 100,0 65 100,0  --------

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer.

A associacdo da ocorréncia de 6bito e uso do tabaco com a infeccéo por

EBYV esta representada na Tabela 5.22. Observa-se que 84,6% (n=11) dos pacientes

tabagistas infectados por EBV foram a Obito. Entretanto entre os sobreviventes

foram encontrados 64,3% (n=27) tabagistas infectados por EBV, com p-valor de
0,19.

Entre os pacientes néo infectados por EBV um fumante (100,0%) veio a 6bito

e 88,9% (n=8) permaneciam vivos até o registro dos dados (p=1,00).
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Tabela 5.22- Associagdo da ocorréncia de 6bito e de tabagismo com a infecgéo por
EBV nos individuos acometidos por cancer de boca e de laringe.

EBV Tabagismo Obito
Sim N&o Total p€
n % n % n %
EBV+ Sim 11 84,6 27 64,3 38 69,1 0,19
Nao 2 15,4 15 35,7 17 30,9
EBV- Sim 1 100,0 8 88,9 9 90,0 1,00
Nao 0 0,0 1 11,1 1 10,0
Total 14 100,0 51 100,0 65 100,0  ----------

*Cinco unidades amostrais ndo tinham informacé&o sobre 6bito.
€valor da probabilidade do teste exato de Fisher.

EBV+ = presenca de EBV.

EBV- = auséncia de EBV.

N&o foi encontrada associagcdo entre 0 6bito e etilismo com a infecgédo pelo
EBV (p=0,54 e p=1,00 para individuos infectados e nado infectados por EBV
respectivamente). Sete individuos (53,8%) infectados por EBV e 18 (42,9%) dos néo
infectados foram a 6bito (Tabela 5.23).

Tabela 5.23- Associagdo da ocorréncia de 6bito e de etilismo com a infec¢édo por
EBV nos individuos acometidos por cancer de boca e de laringe.

EBV Etilismo Obito
Sim N&o Total p€
n % n % n %
EBV+ Sim 7 53,8 18 42,9 25 45,5 0,54
Nao 6 46,2 24 57,1 30 54,5
EBV- Sim 1 100,0 6 66,7 7 70,0 1,00
Nao 0 0,0 3 33,3 3 30,0
Total 14 100,0 51 100,0 65 100,0  --—--—----

*Cinco unidades amostrais ndo tinham informacé&o sobre 6bito.
€valor da probabilidade do teste exato de Fisher.

EBV+ = presenca de EBV.

EBV- = auséncia de EBV.

A relacdo entre a localizacdo e a prevaléncia de co-infeccdo por HPV e
EBV (Tabela 5.24) demonstra que a laringe € o local que mais apresenta co-infecgédo
pelos virus estudados com 37,5% (n=18). Em relacdo as estruturas orais a lingua é
a area mais afetada pela co-infeccdo (16,7%, n=8) seguido pelo palato (16,4%, n=8).
A laringe também é predominante nas infec¢cbes pelo HPV e EBV isoladamente
(42,8%, n=3; 54,5%, n=6 -respectivamente). Lingua, palato e retromolar

apresentaram um caso de infeccdo somente pelo HPV (14,3%). Na infeccéo
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somente para EBV foi observada frequéncia de 27,3% (n=3) e 9,1% (n=1) para o

palato e orofaringe.

Tabela 5.24- Prevaléncia da co-infeccdo por HPV e EBV segundo localizacédo da
lesdo de cancer bucal e de laringe.

Infeccéo Somente Somente Negativo Total
HPV e EBV HPV EBV para
ambos

Local n % n % n % n % n %

Assoalho 3 6,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 4,3
Orofaringe 1 2,1 0 0,0 1 9,1 0 0,0 2 2,9
Laringe 18 375 3 428 6 54,5 2 50,0 29 415
Lingua 7 14,6 1 14,3 1 9,1 0 0,0 9 129
Maxila 1 2,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1.4
Hipofaringe 0 0,0 1 14,3 0 0,0 0 0,0 1 1,4
Palato 7 143 0 0,0 3 273 0 0,0 10 143
Palato mole 0 0,0 1 14,3 0 0,0 2 50,0 3 4,3
Labio 1 2,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1.4
Labio Superior 1 2,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1.4
L&bio Inferior 1 2,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1.4
Boca 5 10,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0 5 7,2
Lingua e orofaringe 1 2,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1,4
Oro e hipofaringe 1 2,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 14
Palato e seio 1 2,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1.4
Retromolar 0 0,0 1 143 0 0,0 0 0,0 1 1,4
Total 48 100,0 7 100,0 11 100,0 4 100,0 70 100,0

5.2. INDIVIDUOS APARENTEMENTE SADIOS EXAMINADOS A PARTIR DA
RASPAGEM DA MUCOSA ORAL

5.2.1. Caracterizagdo da amostra

A Tabela 5.25 apresenta a caracterizacdo dos individuos desse grupo
segundo a faixa etéaria, sexo e cor da pele.

Em relacdo a faixa etéria 80,8% (n=134) tinham de 18 a 49 anos de idade,
12,0% (n=20) de 50 a 59 anos e 7,2% (n=12) de 60 a 79 anos. A idade media foi de
35,9 e a mediana 33 anos.

Quanto ao género 62,0% (n=103) da amostra pertencia ao sexo feminino e
38% (n=63) ao masculino. Quando observada a cor da pele 75,3% (n=125) eram
pardos, 13,3% (n=22) negros e 11,4% (n=19) brancos.
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Tabela 5.25- Caracterizacdo dos individuos examinados a partir da raspagem da
mucosa oral segundo faixa etaria, sexo e raca.

Caracterizacao n %
Faixa etéaria
18|---50 134 80,8
50]---60 20 12,0
60]---70 10 6,0
70]---80 2 1,2
Sexo
Feminino 103 62,0
Masculino 63 38,0
Cor da pele
Negra 22 13,3
Parda 125 75,3
Branca 19 11,4
Total 166 100,0

O uso do tabaco e do alcool entre o grupo de raspagem da mucosa oral esta
representado na Tabela 5.26. Do total da amostra 155 individuos (93,4%)

declararam néo fazer uso do tabaco e 127 (76,5%) n&o ingerir alcool.

Tabela 5.26- Tabagismo e etilismo nos individuos examinados a partir da raspagem
da mucosa oral.

Variavel n %
Tabagismo
Sim 11 6,6
Nao 155 93,4
Etilismo
Sim 39 23,5
Nao 127 76,5
Total 166 100,0

A Tabela 5.27 demonstra a infeccdo por HPV a partir da raspagem da

mucosa oral. A prevaléncia de individuos infectados pelo HPV foi de 24,1% (n=40).

Tabela 5.27- Infeccdo por HPV nos individuos examinados a partir da raspagem da

mucosa oral.
Infeccdo por HPV n %
Sim 40 24,1
Nao 126 75,9

Total 166 100,0
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As amostras dos individuos infectados pelo HPV foram submetidas a PCR
para tipagem dos subtipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58 em tempo real e
observou-se a presenca do HPV 6 em 7,5% (n=03); HPV 18 em 12,5% (n=05); HPV
58 em 2,5% (n=01).

Os HPVs 11, 16, 31, 33, 35 e 52 nao foram encontrados em nenhuma das

amostras investigadas (Grafico 5.6).

Gréfico 5.6- Presenca de subtipos de HPV nos individuos

examinados a partir da raspagem da mucosa oral.
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A infecgcéo por EBV nos individuos examinados através de raspado bucal foi
de 45,8% (n=76) (Grafico 5.7). Ao ser realizada PCR para tipagem nas 76 amostras
infectadas 21,0% foram positivas para EBV 1 (n=16) e 82,9% para EBV 2 (n=63).

Observou-se que trés amostras apresentaram EBV 1 e 2 (Gréfico 5.8).

Grafico 5.7- Infecgédo por EBV nos individuos examinados a

partir da raspagem da mucosa oral.
4 ™
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Gréfico 5.8- Presenca de subtipos de EBV nos individuos
examinados a partir da raspagem da mucosa
oral.
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N&o foi observada associacéo entre a infecgdo pelo HPV e a idade (p= 0,24)
e sexo (p=0,57) (Tabela 5.28).

A associacao entre infeccdo por HPV e a cor da pele foi estatisticamente
significante (p=0,03). Houve uma maior propor¢cdo de negros no grupo de néo
infectados (16,7%, n=21) que em relacdo ao infectados por HPV (2,5%,n=1).

Tabela 5.28- Associagéo entre a infeccdo do HPV com faixa etéria, sexo e cor da pele
dos individuos examinados a partir da raspagem da mucosa oral.

Variaveis Infeccdo por HPV p*
Sim N&o Total
n % n % n %
Faixa etaria
18|---50 28 70,0 106 84,1 134 80,7 0,24*
50]---60 6 15,0 14 11,1 20 12,0
60|---70 5 12,5 5 4,0 10 6,0
70]---80 1 2,5 1 0,8 2 1,2
Sexo
Feminino 23 57,5 80 63,5 103 62,0 057°
Masculino 17 42,5 46 36,5 63 38,0
Cor da pele
Negra 1 2,5 21 16,7 22 13,3  0,03*
Parda 34 85,0 91 72,2 125 75,3
Branca 5 12,5 14 11,1 19 11,4
Total 40 100,0 126 100,0 166 100,0  -------

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer.
*Teste G.
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O consumo do &lcool e do tabaco ndo apresentou associagdo com a

infeccao pelo HPV nos individuos que realizaram o raspado bucal (Tabela 5.29).

Tabela 5.29- Associacdo entre a infeccdo do HPV com tabagismo e etilismo nos
individuos examinados a partir da raspagem da mucosa oral.

Variaveis Infeccao por HPV p*
Sim Nao Total
n % n % n %
Tabagismo
Sim 3 7,5 8 6,3 11 6,6 0,99¢
Nao 37 92,5 118 93,7 155 93,4
Etilismo
Sim 11 27,5 28 22,2 39 235 0,52¢
Nao 29 72,5 98 77,8 127 76,5
Total 40 100,0 126 100,0 166 100,0  --------

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer.

N&o foi observada associacdo entre faixa etaria, sexo e cor da pele com a
presenca do EBV nos participantes da pesquisa examinados a partir da raspagem

da mucosa oral (Tabela 5.30).

Tabela 5.30- Associacao entre a infeccdo do EBV com faixa etaria, sexo e cor da
pele dos individuos examinados a partir da raspagem da mucosa oral.

Variaveis Infeccdo por EBV p*
Sim N&o Total
n % n % n %
Faixa etaria
18|---50 63 82,9 71 78,9 134 80,7 0,10*
50|---60 5 6,6 15 16,7 20 12,0
60[---70 7 9,2 3 3,3 10 6,0
70|---80 1 1,3 1 1,1 2 1,2
Sexo
Feminino 46 60,5 57 63,3 103 62,0 0,74¢
Masculino 30 39,5 33 36,7 63 38,0
Cor da pele
Negra 10 13,2 12 13,3 22 13,3  0,70*
Parda 59 77,6 66 73,3 125 75,3
Branca 7 9,2 12 13,3 19 114
Total 76 100,0 90 100,0 166 100,0  -------

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer.
*Teste G.

O uso do fumo foi encontrado em apenas 10,5% (n=8) dos individuos
infectados pelo EBV e em 3,3% (n=3) entre os nao infectados. O alcool era

consumido por 25,0% (n=19) entre os infectados e 22,2% (n=20) entre 0s nao
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infectados. Os p-valores encontrados para o tabagismo (p=0,11) e etilismo (p=0,71)

nao foram estatisticamente significantes (Tabela 5.31).

Tabela 5.31- Associacdo entre a infeccdo do EBV com tabagismo e etilismo nos
individuos examinados a partir da raspagem da mucosa oral.

Variaveis Infeccéo por EBV p*
Sim Né&o Total
n % n % n %
Tabagismo
Sim 8 10,5 3 3,3 11 6,6 0,11°
Nao 68 89,5 87 96,7 155 93,4
Etilismo
Sim 19 25,0 20 22,2 39 23,5 0,71¢
Nao 57 75,0 70 77,8 127 76,5
Total 76 100,0 90 100,0 166 100,0  ---—-----

* Probabilidade do teste estatistico.
€ Teste exato de Fischer.

5.3. RESULTADOS COMPARATIVOS ENTRE OS DOIS GRUPOS ESTUDADOS
A comparacdo entre a caracterizacdo dos dois grupos estudados em
relacdo a faixa etéria, sexo, cor da pele, uso do tabaco e alcool foi estatisticamente

significante com p-valor < 0,01 (Tabelas 5.32 e 5.33).

Tabela 5.32- Caracterizacdo dos individuos acometidos por cancer bucal e de
laringe e dos individuos do grupo de raspado bucal segundo faixa
etaria, sexo e cor da pele.

Caracterizacao ELlIEE] Respado
n % n % p*
Faixa etéaria
18]---50 5 7.1 134 80,8 <0,01
50]---60 18 25,7 20 12,0
60]---70 17 24,3 10 6,0
70]---80 22 31,5 2 1,2
80 ou mais 5 71 0 0,0
N&o informada 3 4.3 0 0,0
Sexo
Feminino 9 12,9 103 62,0 <0.01
Masculino 58 82,8 63 38,0
Nao informado 3 4,3 0 0,0
Cor da pele
Negro 17 24.3 22 13,3 <0,01
Pardo 13 18,6 125 75,3
Branco 30 42,8 19 11,4
Nao informada 10 14,3 0 0,0
Total 70 100,0 166 1000 = -—---

*Teste G.
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Tabela 5.33- Caracterizacdo dos individuos acometidos por cancer bucal e de
laringe e grupo de raspado bucal segundo tabagismo e etilismo.

Caracterizagdo Cancer Raspado
n % n % p*
Tabagismo
Sim 47 72,3 11 6,6 <0,01
Néo 18 27,7 155 93,4
Etilismo
Sim 32 49,2 39 23,5 <0,01
Néo 33 50,8 127 76.5
Total 70 100,0 166 1000 = -

*Teste do Qui-quadrado.

A prevaléncia da infeccdo por HPV e EBV e suas co-infeccbes demonstra
gue o HPV foi encontrado em 78,6% (n=55) nos individuos portadores de cancer
bucal e de laringe, enquanto que no grupo de raspado bucal a prevaléncia foi de
24,1% (n=40) com p-valor <0,01.

Em relacdo ao EBV a frequéncia no grupo de cancer foi de 84,3% (n=59) e
no raspado bucal foi de 45,8% (n=76). p-valor <0,01.

J& a prevaléncia da infec¢do conjunta de HPV e EBV foi encontrada em
68,6% (n=48) no grupo de cancer e em 15,1% (n=25) no raspado bucal. Teste qui-
guadrado apresentou p-valor<0,01, demonstrando associacdo (resultado)
estatisticamente significante entre os grupos de céancer bucal e de laringe e o grupo
de raspado bucal em todas as relagGes expressas na Tabela 5.34.

Tabela 5.34- Prevaléncia da infeccdo por HPV e EBV e suas co-infecgbes nos
grupos amostrais estudados.

Infeccao Grupos amostrais p*
Cancer Raspado Total
n % n % n %
Infeccéo por HPV
Positivo 55 78,6 40 24,1 95 40,3 <0,01
Negativa 15 21,4 126 75,9 141 59,7
Infeccédo por EBV
Positivo 59 84,3 76 45,8 135 57,2 <0,01
Negativa 11 15,7 90 54,2 101 42,8
Infeccéo por HPV e EBV
Positivo 48 68,6 25 15,1 73 30,9 <0,01
Somente para HPV 7 10,0 15 9,0 22 9,3
Somente para EBV 11 15,7 51 30,7 62 26,3
Negativo para ambos 4 5,7 75 45,2 79 33,5
Total 70 100,0 166 100,0 236 100,0  --------

* Probabilidade do teste do qui-quadrado.
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A razao de chances de prevaléncia da ocorréncia de cancer bucal e de laringe
segundo a caracterizacdo de subtipos de HPV e EBV (Tabela 5.35) foi
estatisticamente significante para HPV 58 (p<0,01) e EBV 2 (p<0,01). O HPV 6 foi
detectado em 5 casos de cancer com razdo de chances de prevaléncia (ORp) 4,2.
O HPV 58 foi positivo para 29 amostras entre os dois grupos estudados, sendo que
28 eram do grupo de cancer bucal e de laringe com ORp=110,0.

O EBV 2 foi encontrado em 56 (56/59) casos de cancer com ORp de 6,6.

Tabela 5.35- Ocorréncia de cancer segundo a caracterizacdo de subtipos de HPV e

EBV.

Variavel / Categorias n Cancer % ORp (IC 95%) p-valor*

HPV 6
Positivo 8 5 62,5 4,2 0,05
Negativo 228 65 28,5 (0,97 a 18,00)

HPV 11
Positivo 1 1 100,0 176443 0,94
Negativo 235 69 29,4 (0,00 a infinito)

HPV 16
Positivo 5 5 100,0 187301 0,87
Negativo 231 65 28,1 (0,00 a infinito)

HPV 18
Positivo 8 3 37,5 1.4 0,62
Negativo 228 67 29,4 (0,34 a 6,31)

HPV 31
Positivo 0 0 0,0 2,4 1,00
Negativo 236 70 100,0 (0,00 a infinito)

HPV 33
Positivo 0 0 0,0 2,4 1,00
Negativo 236 70 100,0 (0,00 a infinito)

HPV 35
Positivo 0 0 0,0 2,4 1,00
Negativo 236 70 100,0 (0,00 a infinito)

HPV 52
Positivo 1 1 100,0 176443 0,94
Negativo 235 69 29,4 (0,00 a infinito)

HPV 58
Positivo 29 28 96,6 110,0 <0,01*
Negativo 207 42 20,3 (14,5 a831,9)

EBV 1
Positivo 24 8 33,3 11 0,90
Negativo 211 62 24,9 (0,45 a 2,46)

EBV 2
Positivo 119 56 47,1 6,6 <0,01*
Negativo 117 14 12,0 (3,37a12,71)

ORp = Razao de chances de prevaléncia, IC 95% = Intervalo de confianga de 95%. *Associagdo estatisticamente
significante (p < 0,05).

A prevaléncia de infeccdo por HPV e EBV e a razdo de prevaléncias na
ocorréncia de cancer (Tabela 5.36) foi verificada através do teste qui-quadrado,

havendo associacdo estatistica entre os grupos amostrais e a infec¢do tanto por
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HPV quanto por EBV, incluindo também a associacdo com a co-infeccdo do HPV e
EBV, com p-valor <0,0001 para infeccdo por HPV e 0,0004 para EBV, resultados
estatisticamente significantes.

A razdo de chances para ocorréncia de cancer nos individuos infectados
pelo HPV é de 8,86 e nos individuos infectados pelo EBV é de 4,08.

A infeccdo pelo HPV tem maior razdo de chances para o desenvolvimento

do cancer que a infeccéo pelo EBV.

Tabela 5.36- Prevaléncia de infeccdo por HPV e EBV e razdo de chances na
ocorréncia do cancer.

Infeccéo Céancer
Sim N&o odds ratio p*
n % n % (IC 95%)
Infeccéo por HPV
Positivo 55 786 40 241 8,86 <o,foo
Negativa 15 21,4 126 75,9 (4.42217,76)
Infeccdo por EBV
Positivo 59 84,3 76 45,8 4,08 0,0004
Negativa 11 15,7 90 54,2 (1,88 a 8,88)
Total 70 100,0 166 100,0  --mmememmemeemem e

odds ratio = raz&o de chances.
IC 95% = intervalo de confianga de 95%.
* Probabilidade do teste do qui-quadrado.

A prevaléncia da co-infecgdo por HPV e EBV e o valor probabilistico
estimado para a ocorréncia de cancer, expressa na Tabela 5.37, demonstra que o
individuo portador de cancer infectado pelos dois virus estudados tem 65,72% de
probabilidade para desenvolver cancer, enquanto o individuo infectado somente pelo
HPV tem 31,94% de probabilidade e o infectado somente por EBV 17,79%.

Tabela 5.37- Prevaléncia da co-infeccdo por HPV e EBV e valor probabilistico
estimado para a ocorréncia de cancer.

Infeccéo Céancer Pi
Sim N&o (%)
n % n %
Infeccéo por HPV e EBV
Ambos 48 68,6 25 15,1 65,72
Somente para HPV 7 10,0 15 9,0 31,94
Somente para EBV 11 15,7 51 30,7 17,79
Negativo para ambos 4 5,7 75 45,2 5,03
Total 70 100,0 166 1000  ----e-

Pi = Estimacédo do valor probabilistico exato para ocorréncia de cancer.
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6. DISCUSSAO

O céancer bucal € considerado um problema de saude publica no Brasil.
Devido a dificuldade de acesso da populacdo ao Sistema de Saude vigente no pais
a maioria dos casos de cancer bucal sdo diagnosticados em estagios avancados.
Isso resulta em tratamento tardio e mais complexo, com pouco impacto em evitar
mortes ou sequelas funcionais ou estéticas naqueles que tém maior sobrevida
(ANGELO et al., 2010; DIAS et al., 2006).

Habitos como o tabagismo e o etilismo por muitos anos foram considerados
como os principais fatores etiolégicos do cancer bucal. Com o desenvolvimento de
novos métodos de diagndstico, em especial da Biologia Molecular, alguns agentes
virais tém sido considerados como agentes causais do cancer (NEVILLE et al., 2009;
CERRI; BORDINI, 2003).

De fato, tanto o HPV quanto o EBV hoje estdo comprovadamente
relacionados com Varios tipos de tumores e canceres. Muitos estudos comprovam a
associacdo do HPV com o cancer cervical. Varios outros foram publicados,
implicando a relagéo entre a presenca de HPV ou EBV no céncer oral. No Brasil e
principalmente na regido Norte esses estudos Sao escassos.

Assim, este estudo teve a proposi¢ao de verificar a prevaléncia do HPV e do
EBV no cancer bucal e na mucosa oral normal, descrevendo também os tipos virais
mais frequentes na populacéo estudada.

O perfil da amostra de pacientes acometidos por cancer bucal e de laringe
foi de pacientes em sua maioria com mais de 50 anos de idade, com média de 64,8
anos, brancos, do sexo masculino, corroborando com dados encontrados na
literatura que afirmam serem os homens, brancos, acima de 50 anos os mais
afetados pelo cancer bucal (CARLI et al., 2009; NEVILLE et al., 2009; JITOMIRSKI,
2008; PEREZ et al., 2007; DEDIVITIS, 2004; CERRI; BORDINI, 2003).

Santos et al. (2009) em estudo epidemiologico de cancer bucal em Alagoas
encontraram predominio de pardos (69,19%), seguido de brancos (27,02%).

Em relacdo a localizacéo das lesdes de cancer bucal a maior prevaléncia foi
no palato, seguido da lingua e assoalho bucal.

A localizagdo do cancer na cavidade bucal difere em alguns estudos
(Quadro 6.1).
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Quadro 6.1- Localizacao de cancer bucal em diferentes estudos.

ESTUDO LOCALIZACAO

PALATO LINGUA ASSOALHO
Dedivitis et al., 2004 (Santos/SP) - +++ +
Neville et al., 2009 (Estados Unidos) - +++ +
Melo et al., 2010 (Juiz de Fora/MG) - +++ +
Kaminagakura et al., 2012 (Hospital A.C. | - +++ +
Camargo/SP)
Perez et al., 2007 (Hospital Helidpolois/SP) | - +++ +
Brener et al., 2006 (reviséo literatura) - +++ +
Teixeira et al., 2009 (Fortaleza/CE) - + +++
Aradjo et al., 2013 (Belém/PA) +++ ++ T

+++ - Maior prevaléncia

++ - Prevaléncia intermediaria
+ - Menor prevaléncia

- sem citacéo

Em sintese a lingua foi a &rea mais afetada no cancer bucal na maioria dos
estudos realizados, divergindo da frequéncia encontrada neste estudo onde o palato
foi mais frequente. A maior frequéncia de cancer no palato pode estar relacionada
ao habito do tabagismo e pela pratica do fumo invertido por alguns individuos
participantes do estudo. Neville et al. (2009) relataram que o risco do tabagismo
aumenta em culturas isoladas da india e América do Sul, onde a pratica do fumo
invertido é popular, principalmente entre as mulheres. Nesses casos a ponta acesa
do cigarro ou charuto feito a mao € mantida no interior da cavidade oral, elevando o
risco do cancer e a atingindo o palato duro em 50% das lesoes.

O estadiamento das neoplasias é fator importante para a indicacdo do
tratamento a ser realizado. A maioria das lesdes incluidas no presente estudo estava
no estadio IV, seguidas do estadio I, Il e Il respectivamente, em ordem de
frequéncia. A maior prevaléncia do estadio IV coincide com os achados em diversos
estudos (KAMINAGAKURA et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2009; JOTZ et al., 2007;
PEREZ et al., 2007). Brener et al. (2006) e Dedivitis et al. (2004) encontraram maior
prevaléncia do estadio Il.

A predominancia de lesbes no estadio IV confirma a dificuldade do
diagnéstico precoce do cancer bucal. Essa dificuldade reflete o pouco acesso da

populacdo brasileira aos servicos de saude e a falta de esclarecimento sobre a
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doenca, j& que exames peridédicos poderiam diagnosticar o cancer bucal na sua fase
inicial. Assim, a maioria dos pacientes procura atendimento somente quando 0s
sintomas dolorosos comecam a surgir ou quando a lesédo dificulta a mastigacao.

A adocao do tratamento mais adequado depende do estadiamento, do tipo
de tumor, do envolvimento 6sseo, da saude geral do paciente e da capacitacdo do
especialista. A cirurgia permanece como primeira op¢ao de tratamento do cancer
bucal, devendo a radioterapia ser indicada quando o tumor ndo pode ser removido
cirurgicamente com margem de seguranca ou pelo estado avancado da leséo
(BRENER et al., 2006).

Os individuos inseridos neste estudo receberam predominantemente
tratamento cirdrgico, quer de maneira isolada (28,8%) quer em associagcdo com
radioterapia, quimioterapia ou suporte clinico (24,2%), seguido de tratamento
radioterapico e quimioterapico conjunto (17,1%).

Tratamento cirargico (53%) e tratamento cirargico e radioterapia adjuvante
(47%) também foram os tratamentos mais observados por Dedivitis et al. (2004).

Angelo et al. (2010) observaram que o tratamento cirdrgico e radioterapico
associado (36%) e a radioterapia isolada foram os tratamentos predominantes em
Jodo Pessoa-Paraiba.

Teixeira et al. (2009) e Kaminagakura et al. (2012) verificaram que o
tratamento cirargico complementado por radioterapia foi o tratamento de escolha,
seguido do tratamento cirargico apenas. Contudo Santos et al. (2009) observaram
que os tratamentos mais realizados em Alagoas foram a radioterapia (47,68%) e a
cirurgia (24,74%).

No Brasil o cancer bucal implica em uma alta morbimortalidade que se
destaca mundialmente. Trata-se do cancer mais comum da regido da cabeca e
pescoco, excluindo-se o cancer de pele. O Brasil apresenta a mais alta incidéncia de
canceres da boca e faringe da América Latina, com grandes variagdes regionais. As
regides sul e sudeste apresentam taxa superior a 12 por 100 mil entre os homens e
as regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste uma taxa mais baixa que varia de 9 a 3
por 100 mil (INCA, 2011; MACIEL et al., 2012).

A mortalidade observada na amostra incluida no presente estudo foi de 20%
(14 pacientes). Apesar do tabagismo e etilismo n&o terem tido uma associagao

estatistica pelo Teste exato de Fisher, com o 0Obito, tais fatores foram marcantes nos
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pacientes que tiveram evolugdo fatal, ja que 85,7% e 57,1% faziam uso do tabaco e
do alcool respectivamente.

Jotz et al. (2007) encontraram 24% de Obito em pesquisa realizada no
Hospital Independéncia da ULBRA em Porto Alegre-Rio Grande do Sul, percentual
proximo aos encontrados neste estudo. A amostra era constituida de homens em
sua maioria e com estadiamento IV.

Dedivitis et al. (2004) relataram que 30,3% dos pacientes acometidos de
cancer de boca e 68,0% com cancer de orofaringe faleceram durante o
acompanhamento minimo de 26 meses. Perez et al. (2007) observaram mortalidade
de 73,3%, percentual bastante elevado quando comparado a este estudo.

O héabito do tabagismo e o consumo excessivo de alcool isoladamente ou
em sinergismo sao considerados fatores de risco para o cancer bucal e/ou de laringe
(ANG; STURGIS, 2012; SCULLY, 2011; PETTI; SCULLY, 2010).

O tabagismo foi observado em 26,2%, o etilismo em 3,1% e 0 uso
simultdneo em 46,1% dos portadores de cancer do presente estudo. Nao
consumiam tabaco e alcool 24,6% dos individuos. Frequéncias consideradas
semelhantes a outros estudos, nos quais o percentual de tabagistas e/ou etilistas é
em geral acima de 70% (DEDIVITIS et al, 2004, JOTZ et al, 2007,
KAMINAGAKURA et al., 2012)

O risco do cancer bucal e de laringe pelo uso combinado do alcool e do fumo
€ de mais de 80% quando comparado aos individuos sem esses habitos (SCULLY,
2011).

O uso de préteses bucais mal adaptadas, com camaras de succdo ou bordas
cortantes, pode funcionar como fator irritante, sendo também considerado como
fator de risco ao cancer bucal.

O uso de pritese estava presente em apenas 03 (4,3%) individuos
acometidos pelo cancer bucal e de laringe. Poucos estudos incluem a prétese como
fator de risco. Dedivitis et al. (2004) constatataram o0 uso de prétese em 21% dos
pacientes acometidos por cancer de boca e em 48% dos pacientes com cancer de
orofaringe. Apesar do percentual elevado do uso de protese dentaria, Dedivitis et al.
(2004) ndo encontraram associagdo das mesmas a um risco maior de cancer das
vias aerodigestivas superiores, mas historias de Ulceras orais secundarias a ma

adaptacdo ja foram associadas ao cancer bucal e de faringe. Assim o cirurgido
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dentista deve evitar qualquer fator que possa funcionar com agente irritante da
cavidade bucal.

O HPV é reconhecidamente um virus oncogénico, especialmente associado
aos canceres de colo uterino e anorretal. A possivel relagdo do HPV com céancer
bucal tem sido investigada recentemente (KAMINAGAKURA et al., 2012; NEVILLE
et al., 2009; TERMINE et al., 2008; SYRJANEN, 2003). Esta questdo tem
importancia epidemioldgica, pois é estimado que o numero de infec¢cdes causadas
pelo HPV atinge um milh&o de novos casos por ano (INCA, 2011).

A relacdo do HPV com o carcinoma de células escamosas orais (CCEQO) é
variavel. De fato, varios estudos tem investigado o papel do HPV no CCEO, mas os
resultados sdo altamente controversos (SOARES et al., 2007). Chama atencéo,
portanto que a prevaléncia de HPV encontrada neste estudo tenha sido elevada, de
78,6% na amostra testada.

Esse achado foi bem acima dos percentuais de HPV em tumores de boca
encontrados em outros estudos, nos quais a presenca viral foi detectada entre 20 e
36% (SNIJDERS et al., 1996; KREIMER et al., 2005; GIOVANNELLI et al., 2006;
SOARES et al., 2007; SIMONATO et al., 2008; GONZALEZ-LOSA et al., 2008;
GHEIT et al.,, 2009; KAMINAGAKURA et al., 2012), ou até 50% (ANAYA-
SAAVEDRA et al.,, 2008; CORRENTI et al., 2004; SZARKA et al., 2009). Entretanto
a prevaléncia de HPV deste estudo foi proxima a encontrada por Maxwell et al.,
2010 (82,0%); Zhang et al. em 2004 (74%) e abaixo das encontradas por Kansky et
al. em 2003 (95,0%); Koyama et al. e Sugiyama et al. em 2007 (100% em ambas).

O cancer de colo do uatero é o mais incidente na regido norte apés os
tumores de pele ndo melanoma (24/100 mil). O HPV apresenta uma alta taxa de
infeccdo nessa regido. Freitas (2012) verificou uma prevaléncia de 97,3% (36/37)
para portadoras de cancer de colo de Gtero no estado do Para.

Pinto et al. (2011) em amostra constituida de 444 mulheres residentes no
estado do Para encontraram infeccdo genital pelo HPV em 14,6% (65/444) das
mesmas. Ja Amaral (2012) detectou 22,8% (16/70) de pacientes portadoras de lupus
eritematoso sistémico infectadas pelo HPV em um hospital de referéncia na cidade
de Belém.

Apos a tipagem das amostras infectadas detectadas neste estudo, o HPV 58
foi 0 mais prevalente, encontrado em 50,9% (n=28), seguido dos HPVs 6 e 16 com
9,1% (n=5) para ambos, e HPV 18 com 5,5% (n=3). HPV 11 e HPV 52 estavam
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presentes em 1,8% (n=1) das amostras positivas. HPV 31, 33 e 35 nao foram
encontrados nas amostras examinadas. Assim, excetuando-se o HPV 6, chama
atencao a predominancia de HPVs considerados de alto risco.

A maioria dos estudos (Tabela 6.1) realizados em cancer bucal encontrou
com maior frequéncia o HPV 16 e HPV 18 (KAMINAGAKURA et al., 2012;
MAXWELL et al., 2010).

O HPV 58 foi encontrado em 10,8% no cancer de colo de utero por Freitas
(2012) e em 37,5% em pacientes portadoras de IUpus eritematoso sistémico por
Amaral (2012), sugerindo que este tipo de HPV pode ser mais frequente na
populacdo do estado do Para e que a presenca do HPV na cavidade oral pode estar

relacionada com a pratica de sexo oral.

Tabela 6.1- Frequéncia de HPV e subtipos em cancer bucal.

ESTUDO LOCAL DO | % DE TIPOS DE HPV (%)
ESTUDO TUMORES 6 16 18 35 58 | NAO

DE BOCA TIPA
COM HPV DOS

Kaminagakura et al., S&o Paulo 19,2 - 66,3 0,8 = =

2012 (n=22/114)

Maxwell et al., 2010 Michigan 82,3 - 950 2,0 3,0 -
(n=102/124)

Gheit et al., 2009 india 27,5 - 275 - - -
(n=11/40)

Soares et al., 2007 Brasil 24,0 - 222 994 . -
(n=18/75)

Araujo et al., 2013 Belém/PA 78,6 9,1 9,1 55 - 50,9
(n=55/70)

7z

O EBV também é um virus oncogénico que tem sido implicado no
desenvolvimento de uma variedade de canceres (THOMPSON; KURZROCK, 2004).
A prevaléncia do EBV, a semelhanca do HPV, tem uma grande variacdo nos
estudos ja realizados, revelando desde a auséncia do EBV até altas frequéncias.

A presenca do EBV foi detectada em 84,3% dos carcinomas selecionados
para este estudo.

Prevaléncias inferiores a este estudo foram encontradas por Kobayashi et al.
em 1999 (15,2%); Sand et al. em 2002 (37,9%); Jalouli et al. em 2010 (37% em
usuérios de tabaco e 22% em néo usuarios de tabaco); Jalouli et al. em 2012 (55%),
todos realizados em CCEO.

Zheng et al. (2010) em estudo realizado no Japao detectaram a presenca

do EBV em 84,8%, 91,6% e 75,3% em canceres localizados na lingua, faringe e
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laringe respectivamente. Kis et al. (2009) verificaram a presenca de EBV em 73,8%
na populacao residente no leste da Hungria.

Higa et al. (2002) compararam a presenca do EBV em carcinomas orais em
duas populac¢des do Japao, uma em uma ilha subtropical no sul do Japao (Okinawa)
e outra no continente japonés (Kitakyushu e Kumamoto). Em Okinawa a frequéncia
foi de 72,2% e em Kitakyushu e Kumamoto apenas 24,4%.

Dois subtipos de EBV sédo conhecidos: EBV 1 e EBV 2. Ambos diferem em
distribuicdo geografica. O EBV 1 é observado mais frequentemente na maioria da
populagcdo. Entretanto EBV 2 e quase tao prevalente quanto com o EBV 1 na Nova
Guiné e na Africa Equatorial (THOMPSON; KURZROCK, 2004; HIGA et al., 2002).

O EBV 1 é predominante em paises desenvolvidos. Contudo o tipo 2 foi
também encontrado frequentemente na populacao normal dos Estados Unidos e ndo
somente em areas endémicas do linfoma de Burkitt. EBV 1 é encontrado na maioria
dos individuos saudaveis e dos soros positivos de origem europeia, enquanto
individuos imunossuprimidos (infectados HIV e transplantados) tem alta taxa de
infeccao pelo EBV 2 (WU et al., 2007; HIGA et al., 2002).

EBV 1 e EBV 2 foram encontrados em 13,6% e 94,9%, respectivamente,
nas amostras envolvidas neste estudo. A prevaléncia de EBV 2 foi
predominantemente inversa a encontrada por Higa et al. em 2002 no Japao onde a
predominancia do tipo 1 foi encontrada tanto na llha de Okinawa quanto no
continente japonés (64,1% e 90,0% respectivamente).

Neste estudo né&o foi constatada associacao da infec¢cdo pelo HPV com a
localizacdo da lesdo, mortalidade e estadio da lesdo. Kaminagakura et al., (2012)
também n&o encontraram associacdo entre a positividade do HPV com o estadio e
localizacdo da leséo.

O estadio mais frequente da leséo foi o IV tanto na presencga ou auséncia
do HPV. A alta frequéncia desse estadio demonstra que a maioria dos individuos
portadores do cancer bucal e de laringe sdo diagnosticados em fase avancada da
doenca.

Apesar dos incentivos financeiros oferecidos pelo Ministério da Saude
através da Politica de Saude Bucal (Brasil Sorridente) o estado do Para ndo possui
uma rede de atendimento de acordo com as diretrizes do Sistema Unico de Saude
(SUS), ou seja, com universalidade, integralidade e equidade, onde através de uma

rede hierarquizada e por nivel de complexidade crescente exista uma pratica
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adequada para realizar o diagndstico precoce e tratamento imediato o mais perto
possivel da residéncia do usuario, de acordo com a territorializacdo das acdes
basicas de saude.

A Estratégia de Saude da Familia (ESF) que serve como porta de entrada
para o atendimento no Sistema Unico de Salde se ressente de um profissional que
tenha habilidades para o diagndstico precoce do cancer e quando ocorre suspeita de
caso e necessidade de referéncia secundaria poucos sao os Centros de
Especialidades Odontoldgicas (CEOs) que possuem a estrutura fisica e profissional
com formacdo adequada (especialista na é&rea). A maioria dos pacientes é
diagnosticada em servicos académicos que servem como referéncia secundaria
através do sistema de referéncia e contra referéncia do SUS pelas Centrais de
Regulagcdo Estadual e Municipais ou muitas das vezes nem séo referéncias oficiais,
mas realizam a atividade com finalidade didatica. Quanto a atencéo terciaria existe
apenas um hospital na capital que serve como referéncia de alta complexidade para
todo estado.

Assim sendo, para evitar os problemas citados acima seria necessario a
constante capacitacdo dos cirurgides dentistas, a implementacdo de CEOs de
acordo com o protocolo do Ministério da Saude e da efetivacdo do Pacto para a
Saude, onde seria definida por regido de saude uma estrutura adequada para a
descentralizacdo da atencdo em todos os niveis para a prevencao e controle da
incidéncia e da prevaléncia do cancer bucal no estado.

Em todo o pais, o problema também toma caracteristicas alarmantes com a
clara inexisténcia de politicas publicas de saude que contemplem a coletividade
integralmente e em todas as fases de prevencdo, diagnostico e tratamento do
cancer de boca. A reabilitacdo, quando necessaria apos procedimentos cirdrgicos,
geralmente é deixada para segundo plano, comprometendo-se assim a qualidade de
vida do paciente (DIAS et al., 2006).

A associacao para a infeccdo pelo HPV e o tipo de tratamento recebido so
demonstrou associagao estatistica para o tratamento cirargico e infeccdo pelo HPV.
N&o ocorreu associacdo entre a positividade do HPV e a faixa etaria, sexo, cor da
pele e o estado civil.

N&o foi encontrada associacao entre a presenca de HPV e os fatores de
risco tabagismo, etilismo e uso de prétese, assim como a ocorréncia de o6bito e

tabagismo e 6bito e etilismo néo foi associada com a presenca do HPV. Gillison et
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al. (2008), Nemes et al. (2006) e Bouda et al. (2000) ndo verificaram associagao
entre HPV e o alcool e tabaco em carcinomas de células escamosas de cabeca e
pescoco.

Em relagéo ao EBV, assim com o HPV, ndo foram encontradas associagdes
entre a localizagédo da lesdo, o estadiamento, mortalidade, tratamentos realizados,
faixa etéria, género e estado civil com a infec¢cdo pelo EBV. O EBV também foi
encontrado com maior frequéncia no estadio IV, confirmando a dificuldade do
diagndstico do cancer bucal e de laringe. Kis et al. (2009) também ndo encontraram
diferencas estatisticas entre a infeccdo ou ndo infeccdo pelo EBV e as variaveis
idade, género, localizacao, estadio e gradacao histolégica dos tumores.

Foi encontrada associacao estatistica entre a cor da pele e a infeccéo pelo
EBV. Entre os nao infectados pelo EBV 90% eram brancos e 10% eram negros.

A associacao entre a infeccdo do EBV e fatores de risco como tabagismo,
etilismo e uso de protese ndo foi estatisticamente significante. Esses resultados
corroboram os encontrados por Sand et al. (2002) e Kis et al. (2009). Também néo
ocorreu associacao do 6bito ao uso do tabaco e do alcool com a presenca de EBV,
apesar da alta prevaléncia de pacientes fumantes com infec¢cdo por EBV ter ido a
Obito (84,6%).

A amostra do grupo de individuos com mucosa oral normal foi formada com
individuos entre 18 e 80 anos, com media de 35,9 anos, com 80,8% até 49 anos, do
sexo feminino e cor da pele parda. Este perfil corresponde as caracteristicas da
populacdo paraense e ao de pacientes que procuram atendimento odontolégico.
Carvalho et al. (2000) relataram que as mulheres procuram mais 0s servicos de
saude por terem mais preocupacdo com a saude e a estética que os homens e
estarem vinculadas a tipos de ocupacao com horarios menos rigidos que os homens
na sua maioria. A cor da pele predominante no estado € parda, o que explica a
prevaléncia de 75,3%.

A infeccdo pelo HPV foi de 24,1%, sendo encontrados os tipos HPV 6
(7,5%), HPV 18 (12,5%) e HPV 58 (2,5%).

Estudos envolvendo a detec¢cdo de HPV na mucosa oral normal também
divergem bastante na prevaléncia. Esquenazi et al. (2010) verificaram auséncia de
HPV nos 100 voluntarios universitarios pesquisados no Rio de Janeiro. Baixas
prevaléncias foram encontradas por Ammatuna et al. na Italia em 2001 (3,3%) e

Migaldi et al. na Italia em 2012 (1,2%). Altas prevaléncias foram observadas por



90

Zhang et al. na China em 2004 (55%) e Kristoffersen et al. na Noruega em 2012
(56%).

A prevaléncia detectada nesse estudo foi similar a encontrada por Llamas-
Martinez et al. (2008) em Madri na Espanha, 23,3%. O HPV 16 né&o foi detectado,
corroborando com os dados aqui encontrados.

Kristoffersen et al. (2012) verificaram a presenca de HPV 6, HPV 11 e HPV
16. HPV 6 e 11 foram encontrados em duas amostras concomitantemente, HPV 6
em 11 amostras, HPV 11 em 7 amostras e HPV 16 em apenas uma.

Zhang et al. (2004) encontraram HPV 16 e HPV 18 em 13 e 11 amostras de
um total de 22 positivas respectivamente. Duas amostras apresentaram ambos 0s
tipos de HPV. Vale ressaltar que os autores pesquisaram apenas os tipos 16 e 18 e
concluiram que a infeccao por HPV é um evento comum na mucosa oral normal.

A associacdo entre a infeccdo pelo HPV com faixa etdria e sexo em
individuos sem lesdo na cavidade oral ndo foi estatisticamente significante neste
estudo, apesar de a maioria da amostra ter menos de 50 anos e ser do género
feminino. Este achado coincide com o encontrado por Llamas-Martinez et al. (2008).

Foi encontrada associacao entre a infeccado por HPV e cor da pele (p=0,03)
a partir do teste G. Os negros apresentaram maior propor¢gado no grupo de nao
infectados que no grupo de infectados pelo HPV.

Poucos estudos sobre a prevaléncia de EBV em individuos com auséncia de
lesGes na cavidade oral estao disponiveis na literatura. A maioria dos estudos sobre
EBV relacionados a cavidade bucal foi executada em individuos portadores de
cancer bucal, liquen plano, leucoplasia oral e doenca periodontal.

Estudos pioneiros investigando a prevaléncia do EBV na mucosa oral normal
mostraram diferentes resultados, que aparentemente dependem do método utilizado
ou de como a amostra foi coletada. Esfregacos orais, remocao de células e lavagens
da orofaringe mostram alta prevaléncia de EBV, com 20% a 90% de positividade
comparadas a espécimes de biopsias (SAND et al., 2002).

Nesta pesquisa a infec¢éo pelo EBV foi observada em 45,8% da amostra de
pacientes com auséncia de lesdo na cavidade oral, essa prevaléncia foi superior as
encontradas por Sand et al. na Suécia em 2002 (7,3%), Kis et al. na Hungria em
2009 (19,1%), Mao e Smith na Inglaterra em 1993 (25,0%) e lkuta et al. no Japéao

em 2000 (38% em criancas), porém inferiores as encontradas por lkuta et al. em
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2000 (90,0% em orofaringe de adultos) e Higgins et al. em Edimburgo em 2007
(75,0%).

Ikuta et al. (2000) encontraram predominancia do EBV 1 em 86,0% nos
adultos e 94,0% em criancas. Higgins et al. (2007) conseguiram tipar apenas 41%
das amostras positivas para EBV. Infecc¢éo pelo tipo 1 foi observada 78,0%, pelo tipo
2 em 17% e por ambos os tipos em 5,0%.

Ao investigar-se a infeccdo dos tipos 1 e 2 neste estudo, foi observada a
predominéancia do tipo 2 em 82,89% das amostras. O EBV 1 foi encontrado em
apenas 21,0%. Apenas 3 individuos eram portadores de EBV 1 e 2 (3,94%).

N&o foram encontradas associacdes entre a infeccao por EBV e faixa etéria,
sexo e cor da pele, assim como ndo foi observada associagao entre o uso do fumo e
alcool e a infecgéo por EBV.

Sand et al. (2002) ndo constataram associa¢des entre o uso do fumo, tabaco
e 0 aumento da idade em individuos sem lesfes na mucosa a semelhanca do que
foi aqui observado. Higgins et al. (2007) também n&o observaram associacfes entre
a presenca de EBV e fatores de risco em estudante universitarios de Edimburgo,
porém sugeriram que o EBV pode ser transmitido sexualmente e que os fatores de
risco para tipo 1 e 2 podem diferir.

A frequéncia de EBV, HPV e a co-infeccédo dos virus nos grupos estudados
estd expressa na Tabela 6.2. p-valor <0,01 foi encontrado em todas as trés
situacoes.

Os resultados encontrados demonstraram a alta prevaléncia de HPV e EBV
no grupo de céancer bucal quando comparado ao grupo de raspado bucal em
individuos sem presenca de infec¢do, constatando a associacéo entre HPV e EBV e

a presenca de cancer bucal neste estudo.

Tabela 6.2- Frequéncia de HPV, EBV e co-infeccdo em cancer bucal e de laringe
e raspado bucal.

GRUPO DE ESTUDO HPV EBV CO-INFECGCAO
CANCER BUCAL 78,6% 84,3% 68,6%
RASPADO 24,1% 45,8% 15,1%

Bouda et al. (2000); Llamas-Martinez et al. (2008) também encontraram
presenca significativa de HPV de alto risco em carcinomas de células escamosas,

sugerindo que o envolvimento precoce de HPV de alto risco na carcinogénese oral.
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Contudo Kiristoffersen et al. (2012) relataram que o HPV n&o representava um
importante agente causal no desenvolvimento de carcinoma oral.

Kis et al. (2009) apesar de terem encontrado alta prevaléncia de EBV em
carcinomas de células escamosas (73,8%) em comparacdo aos controles (19,1%)
afirmaram que é improvavel que o EBV tenha um papel etiol6gico nessa patologia.
Ja Sand et al. (2002) declararam que o papel etiolégico do EBV precisa ser mais
examinado em estudos prospectivos.

Quando comparados os dois grupos estudados em relagéo a idade, sexo,
cor da pele e hébitos do tabagismo e etilismo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os dois grupos. A cor da pele branca foi
predominante no grupo de cancer, demonstrando que individuos de pele clara tem
maior possibilidade de desenvolverem lesdes de cancer bucal, principalmente de
labio pela exposicdo aos raios solares (NEVILLE, et al., 2009). A maioria dos
pacientes do grupo de raspado apresentou cor parda, predominante no estado do
Para.

Individuos do grupo de cancer bucal apresentaram idade acima de 50 anos
na sua maioria, enquanto no grupo de raspado a idade abaixo de 50 anos
predominou. Individuos jovens e adultos sem presenca de lesdo procuram mais
frequentemente atendimento odontoldgico o que se refletiu na amostra do grupo de
raspado bucal.

Sexo masculino foi mais prevalente no grupo de cancer, corroborando com a
literatura (NEVILLE et al., 2009; DIAS et al., 2006). Mulheres foram predominantes
no grupo de raspado.

A prevaléncia de infeccoes por HPV e EBV e a razdo de chances na
ocorréncia do cancer demonstrou associacao estatistica entre os grupos para HPV e
EBV através do teste qui-qguadrado demonstrando que o paciente infectado pelo
HPV e EBV tem 8,86 e 4,08 mais chances de ocorréncia do cancer que 0s nao
infectados.

A razdo de chances de prevaléncia (ORp) para a ocorréncia de cancer
bucal e de laringe foi estatisticamente significante para HPV 58 e EBV 2. A ORp foi
acentuada para HPV 58 (110,0 — p<0,01) que para EBV 2 (6,6 — p<0,01), sugerindo
forte associacdo do HPV 58 com o desenvolvimento do cancer no presente estudo.
O HPV 6 apresentou ORp de 4,2 (p=0,05), podendo ser considerado também como
provavel tipo de HPV associado ao desenvolvimento do cancer bucal e de laringe.
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Registra-se novamente que o HPV 58 é considerado de alto risco, com
localizacdo preferencial em céncer cervical (ROMANOS et al., 2008) e que sua
ocorréncia na cavidade bucal pode estar relacionada com transmisséao atravées do
sexo oral.

Quando verificada a associagao da co-infec¢géo por HPV e EBV e o valor
probabilistico estimado para a ocorréncia do cancer observou-se que a presenca da
co-infeccdo tem valor probabilistico de 65,72% para ocorréncia de cancer,
decrescendo para 31,94% para a presenca do HPV e 17,79% para o EBV, sugerindo
gue a presenca do HPV é mais importante para o desenvolvimento do cancer que o
EBV.

Os resultados encontrados neste estudo permitem sugerir que 0s agentes
virais (HPV e EBV) séo fatores de risco importantes para o desenvolvimento da
carcinogénese oral, sendo o HPV mais efetivo que o EBV no desencadeamento da
doenca. Contudo, como foi citado no desenvolvimento desta pesquisa, diferencas
entre os métodos utilizados nos estudos realizados ao longo do tempo deixam
duvidas entre a sociedade cientifica sobre o papel etiologico dos agentes virais
devido a variacao de prevaléncias encontradas nos estudos disponiveis na literatura.
Assim se faz necessario a realizacdo de mais estudos para dirimir as duavidas
existentes.

Levando-se em consideracao a importancia dos agentes virais como fatores
de risco para o desenvolvimento de cancer bucal e a mortalidade e sequelas que a
doenca pode causar no individuo interferindo na sua qualidade de vida e insercdo na
sociedade, sugere-se em nivel de atencao primaria melhor acesso do individuo aos
servicos de saude que funcionam como porta de entrada do SUS: ESF e Unidades
Béasicas de Saude (UBS), com fortalecimento da capacitacdo aos profissionais que
atuam nesses locais para a realizacdo de diagnéstico precoce da doenga, que em
caso de duvidas pode ser esclarecido na atencdo secundéria, representada pelos
CEOs, permitindo que o individuo tenha um tratamento imediato nos hospitais de
referéncias terciarias.

A realizacao de exames de biologia molecular para a detec¢ao dos agentes
virais, especialmente o HPV, pode ser um excelente método para identificagcdo de
individuos com maior risco de desenvolvimento da carcinogénese oral, ja que a

identificacdo de tipos de alto risco facilitaria 0 acompanhamento dos individuos
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infectados e a identificacdo da lesdo poderia ser evidenciada em estado inicial,
diminuindo os estadios avancados em que a doenca é diagnosticada.

A concepcéo de que esses exames teriam alto custo néo justificam sua nao
insercdo com meio de diagnostico, ja que o custo seria inferior ao despendido com
despesas hospitalares advindas da cirurgia, radioterapia e quimioterapia, geralmente
necessarias no tratamento do cancer bucal, jA que os pacientes sdo detectados em
estadio avancado, onerando o SUS, acrescido dos beneficios que podem trazer ao

individuo, com um diagnéstico precoce, melhorando assim sua qualidade de vida.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir:

7.1. A prevaléncia do HPV e EBV encontrada nas neoplasias orais e de laringe foi
alta, com frequéncia de 78,6% para HPV e de 84,3% para EBV. Em individuos sem
lesGes orais as prevaléncias encontradas foram de 24,1% e 45,8% para HPV e EBV

respectivamente.

7.2. Os tipos mais prevalentes de HPV nas neoplasias foram HPV 58, HPV 6 e HPV
16, com maior frequéncia do HPV 58. No grupo com auséncia de lesfes os tipos

mais prevalentes HPV 18, HPV 6 e HPV 58, com maior frequéncia do HPV 18.

7.3. Em relacdo ao EBV o tipo 2 foi mais prevalente tanto nas lesées neoplasicas

guanto nos individuos sem lesdes.

7.4. A prevaléncia de cancer bucal foi maior no palato. A presenca de co-infeccao
por HPV e EBYV foi encontrada em maior prevaléncia na laringe. Na cavidade oral a

presenca de co-infeccdo foi maior na lingua e palato.

7.5. Nado houve associacdo entre a infeccdo por HPV e EBV entre homens e
mulheres nos dois grupos estudados.

7.6. Foi observada associacdo entre as prevaléncias de HPV e EBV e suas co-

infeccdes entre os dois grupos estudados, com p-valor <0,01.

7.7. A prevaléncia de infeccdo por HPV e EBV e a razdo de chances na ocorréncia
do cancer foi de 8,86 nos individuos infectados pelo HPV e de 4,08 nos infectados
pelo EBV, demonstrando uma maior razdo de chances de desenvolvimento do

cancer pela infecgédo do HPV que pelo EBV.

7.8. O valor probabilistico estimado para prevaléncia de HPV e EBV e co-infecgéo e

a ocorréncia de cancer, evidenciou que o individuo portador dos dois virus tem maior
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probabilidade de desenvolver cancer. O individuo infectado pelo HPV tem mais

probabilidade que o infectado pelo EBV de desenvolver cancer.

7.9. A razdo de chances de prevaléncia para ocorréncia do cancer é maior na

presenca do HPV 58, seguido pelo EBV 2.
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Apéndice A - Fichaclinica para blocos parafinados

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL

Projeto de Pesquisa de Doutorado
Correlacdo entre o carcinoma epidermaide e a presenca do Papilomavirus Humano (HPV) e
do Virus Epstein-Barr (EBV) no estado do Para
1. Identificacéo:

Registro na Patologia HOL

Idade: Género: Raca:

Profissao: Nascimento: Est. Civil:

2. Fatores predisponentes:

3. Localizacao anatébmica da leséo:

4. Diametro da lesdo:

5. Aspectos da leséo:

6. Estadiamento:
7.TNM

8. Diagn6stico clinico:

9. Diagnéstico histopatolégico:

10. Data de diagndstico: Data do inicio de tratamento:

11. Ultima consulta ou 6bito:
12. PCRHPV: ( )Negativa ( )Positiva Tipos HPV:
13. PCR EBV: ( )Negativa (  )Positiva Tipos EBV:

14. Tratamento:
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Apéndice B- Ficha clinica para individuos sem leséo

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL

Projeto de Pesquisa de Doutorado
Correlacdo entre o carcinoma epidermaide e a presenca do Papilomavirus Humano (HPV) e

do Virus Epstein-Barr (EBV) no estado do Para

1. Identificacao:

Registro:

Idade: Género: Raca:

Documento de identidade:

2. Localizagéo do material coletado:

3. Histoéria bucal

Periodontite ( )Sim ( ) Néo
Tartaro ( )Sim ( ) Nao
Cérie dentéria ( )Sim ( ) Nao
4. Habitos

Fumo ( )Sim ( ) Néo

Alcool ( ) Sim ( ) Nao
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Apéndice C- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para material

biolégico

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para grupo de material bioléqgico

Eu, Marizeli Viana de Aragdo Aradjo, aluna de p6s-graduacao do Nucleo de Medicina
Tropical, estou realizando uma pesquisa chamada “Correlacdo entre o carcinoma
epidermdide e a presenca do Papilomavirus Humano (HPV) e do virus Epstein-Barr (EBV)
no estado do Para”, sob orientacdo da Profa. Dra. Rita Catarina Medeiros de Sousa.

O objetivo deste trabalho € verificar a associagéo entre a presenca de cancer bucal e
os virus do HPV e EBV.

Vocé estd sendo convidado a participar desta pesquisa porque sua boca
apresentava lesdo e vocé precisou ser operado. No nosso estudo queremos saber se
pessoas que tem essas lesfes apresentam a presenca destes virus ou nao.

Sua participagdo nesta pesquisa € voluntaria e constara de um exame na lesédo que
VOCé removeu na cirurgia para confirmar a auséncia ou presenca do virus. Sua lesdo podera
ser fotografada nesta ocasido, porém sem identifica-lo, por isso vocé ndo sofrera risco fisico
e psicolégico, ja que o material foi colhido durante a cirurgia e vocé ndo sera identificado.

Sua participacdo ndo trard qualquer beneficio direto, mas proporcionard um melhor
conhecimento sobre a relacdo dos virus estudados com o cancer de boca.

Vocé ter4d a garantia de que as informacdes obtidas serdo analisadas com a
preocupacédo de evitar a identificacdo de qualquer um dos participantes da pesquisa. Vocé
tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo. Vocé também tem o direito de ser mantido informado sobre
os resultados parciais das pesquisas e caso solicite tera todas as informacdes disponiveis a
qualquer momento.

Nao existirdo despesas ou compensacdes pessoais para 0s participantes da
pesquisa em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também néo ha
compensacdo financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa

adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.
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Eu me comprometo a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e 0s
resultados serdo veiculados na minha tese para doutorado, artigos cientificos em revistas
especializadas ou encontros cientificos e congressos, sem nunca identificar os participantes.

Abaixo esta o consentimento livre e esclarecido para ser assinado caso ndo tenha

ficado qualquer duvida.

Consentimento livre e esclarecido

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o trabalho “Correlacéo entre o carcinoma epidermadide e
a presenca do Papilomavirus Humano (HPV) e do virus Epstein-Barr (EBV) no estado do
Pard”. Eu discuti com a cirurgid dentista Marizeli Viana de Aragdo Araujo sobre minha
decisdo de participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus riscos, as garantias de confidencialidade
e de esclarecimentos constantes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas a
qualquer tempo. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade ou

prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Belém / /

Nome:

Documento de identidade: Telefone:
Endereco:

Assinatura do paciente ou responsavel legal

Pesquisadora: Marizeli Viana de Aragao Aradjo — CRO-PA 1555

Enderecos para contato:
Av. Generalissimo Deodoro, n° 92 — Umatrizal, Telefones: 3241-4681, 9985-3812.
Av. Augusto Corréa n° 1, Faculdade de Odontologia — Guama, Telefone: 3201-7494.
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Apéndice D- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para grupo controle
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para individuos do grupo controle

Eu, Marizeli Viana de Aragao Aradjo, aluna de p6s-graduacéo do Nucleo de Medicina
Tropical, estou realizando uma pesquisa chamada “Correlagdo entre o carcinoma
epiderméide e a presenca do Papilomavirus Humano (HPV) e do virus Epstein-Barr (EBV)
no estado do Para”, sob orientacdo da Profa. Dra. Rita Catarina Medeiros de Sousa.

O objetivo deste trabalho é verificar a associacéo entre a presenca de cancer bucal e
0s virus do HPV e EBV.

Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa porque sua boca ndo
apresenta nenhuma leséo e estd normal. No nosso estudo queremos saber se pessoas que
tem essas caracteristicas apresentam a presenca destes virus ou nao.

Sua participacao nesta pesquisa € voluntaria e constard de um exame para confirmar
a auséncia de lesédo na cavidade bucal. Apos a confirmag@o da auséncia da lesdo sera
colhido um raspado com escova estéril de um kit especializado para este exame fabricado
pela empresa Libbs®. Este exame ndo causa nenhuma dor. Sua boca podera ser
fotografada nesta ocasido, porém sem identifica-lo, assim vocé néo sofrera risco fisico ou
psicolégico ao participar da pesquisa, pois ndo sofrera dor, nem serd identificado.

Sua participacdo ndo trard qualquer beneficio direto, mas proporcionar4d um melhor
conhecimento sobre a relacdo dos virus estudados com o cancer de boca.

Vocé terd a garantia de que as informagBes obtidas serdo analisadas com a
preocupacédo de evitar a identificacdo de qualquer um dos participantes da pesquisa. Vocé
tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo. Vocé também tem o direito de ser mantido informado sobre
0s resultados parciais das pesquisas e caso solicite tera todas as informagfes disponiveis a
qualquer momento.

Nao existirdo despesas ou compensacdes pessoais para 0s participantes da
pesquisa em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha
compensacdo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa

adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.
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Eu me comprometo a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e 0s
resultados serdo veiculados na minha tese para doutorado, artigos cientificos em revistas
especializadas ou encontros cientificos e congressos, sem nunca identificar os participantes.

Abaixo esta o consentimento livre e esclarecido para ser assinado caso ndo tenha

ficado qualquer duvida.

Consentimento livre e esclarecido

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o trabalho “Correlacéo entre o carcinoma epidermadide e
a presenca do Papilomavirus Humano (HPV) e do virus Epstein-Barr (EBV) no estado do
Pard”. Eu discuti com a cirurgia dentista Marizeli Viana de Aragdo Aradjo sobre minha
decisdo de participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus riscos, as garantias de confidencialidade
e de esclarecimentos constantes. Ficou claro também que minha participacao € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas a
qualquer tempo. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade ou

prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Belém / /

Nome:

Documento de identidade: Telefone:
Endereco:

Assinatura do paciente ou responsavel legal

Pesquisadora: Marizeli Viana de Aragao Araljo — CRO-PA 1555

Enderecos para contato:
Av. Generalissimo Deodoro, n° 92 — Umatrizal, Telefones: 3241-4681, 9985-8812.
Av. Augusto Corréa n° 1, Faculdade de Odontologia — Guama, Telefone: 3201-7494.
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Anexo A- Parecer de Etica do CEP do Nucleo de Medicina Tropical

Lo 2
e L d

/o

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
__ NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°008/2009-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: CORRELAGAO ENTRE O CANCER BUCAL E A PRESENCA
DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) E DO VIRUS
EPSTEIN-BARR (EBV)

Pesquisador Responsavel: Marizeli Viana de Arag&o Araujo.
Instituicdo / Unidade:NMT/UFPA.

Data de Entrada: 09/02/2009.

Data do Parecer: 11/03/2009.

I

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em
tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugcdo 196/96-CNS/MS.
Portanto, manifesta-se pela sua aprovacao.

Parecer: APROVADO.

Belém, 30 de margo de 2009.

(D
/ 2 AV
Prof°® Teiichi Oikawa
Cdordenador d6 CEP-NMT/UFPA.



