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RESUMO: A ®tiologia dos tumores da cavidade oral é complexa. Para além dos factores genéticos e compor-
tamentais como o consumo de alcool e tabaco, tem sido referida ultimamente a importincia dos virus DNA,
nomeadamente os Virus do Papiloma Humano. Com o objectivo de esclarecer a importincia relativa dos varios
factores de risco na etiologia dos tumores da cavidade oral, conduziu-se um estudo caso-controlo que envolveu
289 casos e controlos que foram submetidos a uma entrevista sobre aspectos de caracterizac¢io pessoal e
comportamental, bem como, a recolha de material por citologia exfoliativa da cavidade oral. Destes efectivos foi
seleccionado aleatériamente um sub-grupo de 22 casos e 19 controlos tendo as respectivas amostras sido
purificadas e amplificado o material recolhido por PCR, visando a detec¢io do DNA viral. A deteccio do genoma
do VPH foi negativa em todas as mostras consideradas. Apds revisio de laminas, recolbeu-se material dos
mesmos doentes, tendo sido efectuada hibridacio ir situ que confirmou a inexisténcia de virus do papiloma
humano. Atendendo 2 selec¢iio aleatéria da amostra utilizada — embora de reduzida Jimensdo — 2 tecnologia
empregue e ao cuidado de validaciio do método, os resultados virulégicos configuram uma reduzida importincia
dos VPH na etiologia dos tumores da cavidade oral na populacio portuguesa que acorre ac IPOFG. Os achados
referentes aos restantes factores de risco foram consistentes com os referidos por varios autores; nomeadamente
no que diz respeito ao alcool, tabaco, baixo nivel sécio-cultural e ma vigilancia da saiide oral dos doentes.

ABSTRACT: Oral cancer aetiology is complex. Apart from the roles of smoking, drinking and genetic
susceptibility, some evidence of the involvement of DNA virus, namely some Papillomaviruses, have been
reported lately. A case-control study was conducted to examine the associations between some risk facters and
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oral cancer, at the [IPOFG. Out of 156 cases and 133 controls that were interviewed, a random sample of
exfoliated oral cavity cells from 22 tumor patients and 19 controls were tested for the presence of HPV-DNA
by polymerase chain reaction method. None was positive. Tissue hybridisation technique performed on the
correspondent biopsy material from the same cases and controls was also negative. This findings are in favour

of a limited role of the HPV in oral cancer aetiology among the Portuguese population referring to the IPOFG.
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1 - INTRODUCAO

Os tumores da cavidade oral tém uma etiologia
complexa. Estd descrita e fundamentada a importan-
cia do tabaco, bebidas alcodlicas, susceptibilidade
genética sendo mais controversa a contribui¢do viral.
Os Virus do Papiloma Humano (VPH) podem induzir
a proliferagdo epitelial (1,2,3,4.5) e transformar algu-
mas c€lulas em fendtipos malignos in vitru e in vivo,
precisando para este seu efeito carcinogénico de co-
factores, nomeadamente do tabaco e dlcool (6). Ape-
sar da heterogeneidade dos VPH, apenas tem sido
possivel identificar alguns deles num pequeno niime-
ro nos carcinomas (7.8,9), o que faz pensar em poten-
ciais oncogénicos distintos para os seus diferentes ti-
pos. Por outro lado, a presenga dos VPH tanto pode
ser anterior ou concomitante com o desenvolvimento
do tumor, ou surgir na sequéncia da degradacdo do
sistema imunitario provocade pelo mesmo ou parale-
lo com determinados processos terapéuticos coadju-
vantes o que complica o processo de determinagao da
sua importancia relativa. Em Portugal ndo se conhe-
cem estudos que tenham estimado a prevaléncia dé
VPH nas lesdes tumorais da cavidade oral, e/ou ava-
liado o risco de vir a sofrer de neoplasias desta loca-
lizagdo associadas a exposi¢do ao virus, bem como,
a outros determinantes importantes de risco. A ne-
cessidade de conhecer melhor a etiologia dos tumores
desta localizagdo, face as caracteristicas particulares
e comportamentais da populagdo que acorre ao Ins-
tituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil (IPO-
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FG), bem como a elevada letalidade dos tumores des-
ta localiza¢do primitiva motivou o presente estudo.

2 - OBJECTIVO DO ESTUDO

O estudo pretendeu determinar a importincia dos
virus do papiloma humano, bem como de outros fac-
tores de risco, na ocorréncia de tumores malignos da

cavidade oral na populagdo que acorre ao IPOFG, em
Lisboa.

3 - MATERIAL E METODOS

O carécter relativamente pouco frequente das
neoplasias malignas da cavidade oral, aliado ao perio-
do mais ou menos longo que se julga decorrer entre
a generalidade das exposigdes estudadas e o apareci-
mento da doenga, fez-nos optar pelo modelo retros-
pectivo de tipo "caso-controle”, Assim, os "casos"
foram seleccionados entre os individuos a quem fo-
ram diagnosticadas, pela primeira vez, neoplasias
malignas da cavidade oral nas consultas de Cirurgia
1 e Estomatologia do IPOFG e que, cumpriam os cri-
térios de inclusdo estabelecidos, a partir dos relatérios
da Anatomia Patologica. Os "controlos" foram consti-
tuidos por individuos que, tendo frequentado as mes-
mas consultas, ndo apresentaram lesdes malignas,
nem foram excluidos, em funcdo dos critérios estabe-
lecidos.
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3.1.1 — Critérios de inclusdo dos casos:

« Terem diagnostico de neoplasia maligna da
cavidade oral, efectuado pelos servigos do
[POFG com confirmagdo histologica,

« serem casos incidentes (casos novos).

3.1.2 — Critérios de exclusao dos casos:

« Haver conhecimento de terem sido submetidos
a terapéutica antivirais, radioterapia, quimiote-
rapia ou imunoterapia, passiveis de alterar os
resultados das analises histocitologicas;

» ndo estarem em condicdes, fisicas ou psiquicas,
de poderem dar respostas coerentes ao questio-
nario a.administrar;

» recusarem a participagio no estudo.

3.2.1 — Critérios de inclusao dos controlos

+ Terem frequentado as consultas onde os casos
foram identificados;

« nio sofrerem, ou terem sofrido, de lesoes
malignas de qualquer localizag@o.

3.2.2 — Critérios de exclusdo dos controlos:

« Serem portadores de lesdo reconhecidamente
pré-maligna;

« Sofrerem ou terem sofrido, de tumores malig-
nos de qualquer localizagio;

+ Tenham sido alguma vez submetidos a terapéu-
ticas antivirais, radioterapia, quimioterapia, ou
imunoterapia; :

« Nao estarem em condigdes fisicas ou psiquicas
para poderem dar respostas coerentes, ao ques-
tionario administrado;

« Recusarem a participagéo no estudo.

3.3 — Dimensao da amostra

Nio se conhecia exactamente a prevaléncia de
exposi¢do ao virus do papiloma humano na popula-
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¢io portuguesa. Com base nos registos de incidéncia
dos tumores da cavidade oral de individuos que
acorreram 2o IPOFG em 1989, esta foi referida em
cerca de 10% dos casos. Estimou-se a dimensdo
minima da amostra assumindo um OR de 3.5, 10%
como propor¢io de expostos na populagdo, um erro
do Tipo I de 0.05 e um erro do Tipo Il de 0.10. Nesta
base, seria necessario recolher informagao sobre um
minimo de 98 casos e 98 controlos (10). Contudo, a
presenga de multiplas varidveis de confundimento,
como o sexo, a idade, os consumos de alcool e taba-
co, fazem com que tenhamos apontado para uma
amostra superior 4 estimada, de modo a salvaguardar
a robustez da mesma, face as previsiveis estratifica-
coes.

3.4 — Técnica de identifica¢do dos VPH

Atendendo aos elevadissimos custos dos primers
¢ sondas destinados a tipar cada um dos virus em
estudo (VPHs: 6,11,16 e 18), decidiu-se submeter
todas as amostras a um "screening” prévio para se
saber se continham, ou ndo, DNA viral.

3.4.1 — Detec¢do do genoma do HPV por PCR
(Polimerase Chain Reaction)

A colheita de material para anélise efectuou-se é;
partir de esfregagos bocais realizados com "cyto-
brush" (citologia esfoliativa) efectuada nos casos ¢
nos controlos, independentemente de nos primeiros
se realizarem, também, os exames histologicos habi-
tuais a partir de tecidos oriundos da bidpsia da lesdo
e regides envolventes. Depois da colheita dos esfre-
gacos e da entrevista, efectuados por pessoal tremado
para o efeito e executados no Registo Oncoldgico
Regional Sul (ROR Sul), as amostras foram coloca-
das em tubos conicos de 15 ml contendo 2 ml de PBS
(Phosphate Buffer Saline) estéril com antibidticos
(100 ml de penicilina, 100 ug/ml de Estreptomicina,
500 U/ml de Micostatin) que foram enviados, junta-
mente com as respectivas lamginas, aos laboratérios de
Virulogia e Patologia, devidamente catalogados e
acondicionados.
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3.4.1.1 — Extraccio do DNA

O método utilizado ndo envolve purificagio ex- -

tensa dos 4cidos nucleicos. O sedimento obtido por
centrifugagio a 2000-3000 rpm durante 5 minutos em
centrifuga de bancada, apos ser retirado cuidadosa-
mente por aspira¢do, o sobrenadante. Ressuspendeu-
se de seguida o sedimento em 300 ul de tampao PCR
(50 mM KC, 10 mM TrisCl pH 8.3, 2.5 mM MgC12,
ao qual foi adicionado 0.5% de Tween 20). A diges-
tao proteica foi efectuada por adigdo de 100 ug/ml de
Proteinase K e incubacio a 55°C durante 1 hora, em
microtubo de 1.5 ml. Seguidamente inactivaram-se as
proteases por incubagao a 95°C, durante dez minutos.
A quantificagdo do DNA foi feita espectrofotometri-
camente, tendo-se utilizado em cada reaccio PCR
entre 0.5-1.0 ug de DNA.

3.4.1.2 — PCR (Polimerase Chain Reaction)

O DNA extraido das amostras foi posteriormente
amplificado por PCR, para o que se utilizaram um par
de primers de consenso: MY09 ¢ MY1 (1 da Perkin
Helmer Cetus). A regido do genoma viral amplificada
esta inserida no ORF (Open Reading Frame) L1. O
ORF L1 ¢ uma das regides mais conservadas entre os
genomas dos diferentes HPVs. O par de primers utili-
zado, amplifica um fragmento de aproximadamente
450bp (base pairs), comum a cerca de 25 HPVs
distintos. Por cada amostra foi feita, simultaneamen-
te, a amplificagdo do gene humano da B-Globulina.
Este controlo permitiu-nos saber se 0 DNA da amos-
tra era ou ndo amplificavel. O par de primers utiliza-
do, promove a amplificagdo de um fragmento de
aproximadamente 268 bp.

Paralelamente, foram efectuados um controlo po-

sitivo e um controlo negativo da técnica de amplifica-
¢do. O controlo positivo consistiu na amplificagio do
DNA obtido a partir de um esfregago genital, positivo
para 0 HPV 16/18 pela técnica de Hibridagdo in sit.
Como controlo negativo, utilizou-se DNA purificado
a partir da linha celular H9 (linfécitos humanos),
negativa para HPV. As reac¢des de amplifica¢do fo-
ram efectuadas num aparelho da Perkin Helmer
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Cetus. A amplificagdo foi iniciada com uma desnatu-
ragdo a 95° durante 2 minutos, seguida de 30 ciclos.
Cada ciclo foi programado para comegar com uma
desnaturagdo do DNA a 95° durante 30 segundos,
seguida de reac¢do da ligagdo dos primers a 55°, 30
segundos e por fim, pela sintese do DNA a 72°
durante 10 minutos.

3.4.1.3 — A amplificacio do genoma do HPV:

A 10 ul de suspensdio de DNA (0.5-1.0 ug)
adicionou-se a mistura de reac¢@o contendo: 200 uM
de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0.5 uM
de cada primer (MY09 e MY 11), 8 mM de MgC12,
10 mM de TRIS CL pH 8.5, 50 mM KC1, 2.5 U Taq
polimerase e H20, até perfazer 100 ul. Esta solucao
foi coberta com 80 ul de 6leo mineral para evitar a
evaporagdo durante a reac¢do de amplificagio.

3.4.1.4 — Amplificacao do gene da B-Globulina:

Mantiveram-se exactamente 0s mesmos reagentes
e respectivas concentragoes, com excepedo do par de
primers utilizado: 50 nM do primer PC04 ¢ 50 nM do
primer GH20. Os produtos amplificados foram
analisados através de uma electroforese em gel de
agarose (NuSieve, da FMC) a 4%, em tampdo TAE
1> (Tris Acetato EDTA) com Brometo de Etidio (0.5
ug/ml). Todos estes procedimentos foram desenvol-
vidos ¢ aplicados as amostras seleccionadas nos
doentes identificados, durante o primeiro ano do
estudo (1992-93), tendo a detecgdo do genoma viral
sido negativa para todas as amostras consideradas.

3.4.2 — Hibridacio in situ

Atendendo ao facto de que o rastreio aos varios
HFPVs efectuado no primeiro ano do projecto néo ter
permitido demonstrar a existéncia de DNA dos refe-
ridos virus no material recolhido a partir de esfrega-
¢o, decidiu-se estudar as pecas recolhidas nos mes-
mos doentes, de forma a validar a informagéo obtida.
De facto, poderia acontecer nio se encontrarem
vestigios de DNA viral no esfregaco, mas os virus
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estarem presentes nas lesdes. Dai que se tenha pes-
quisado num segundo tempo, nas pegas biopsadas ou
excisadas dos referidos doentes, se existiam elemen-
tos que fundamentassem a presenga de VPHs. Para
tanto seleccionaram-se as 14minas dos doentes estu-
dados e seus controlos, efectuou-se a reviséo das re-
feridas laminas e procedeu-se & hibridacéo in situ. O
método baseou-se na utilizagio de sondas biotiniladas
para os HPVs 6/11 e 16/18, que cobria igualmente os
HPVs 31/33/35, nas secgdes de tecido fixado em
formol, incluido em parafina e com uma espessura
média de 4-5u (11,12,13).

A técnica utilizada foi a seguinte:

— desparafinou-se com xilol, desidratou-se com
4lcool absoluto ¢ secou-se ao ar;
— incubou-se numa solugio de digestio durante 15
minutos a 37°;
— lavou-se em tampdo durante 1 minuto;
— desidratou-se em alcool, a 95°, durante 1 minu-
to, seguido de alcool a 100° durante 1 minuto;
— secaram-se as laminas ao ar;
— misturou-se a sonda do HPV com a sonda de
controlo;
—1incubou-se a secgdo cobrindo o corte com uma
lamela;
— continuou-se a incubag@o em cadmara hiimida;
— lavaram-se as 1dminas em tampéo pré-aquecido;
— juntaram-se 40 ul do "reagente de detecgdo”,
indo a incubar durante 20'";
— lavou-se em tampéo durante 3 minutos, indo a
mcubar em substracto a 37° durante 60 minutos;
— apos lavagem com agua destilada, foram a con-
trastar com "nuclear fast red" durante 30 a 60 se-
gundos;
— apos nova lavagem e desidratacdo em alcool a
95° e 100° clarificou-se em xilol;

De cada amostra foram efectuados:

« controlo positivo
« controlo negativo
* incubagdo com a sonda
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4 — RESULTADOS
4.1 — Da detecgao do DNA viral por PCR

Ap6s electroforese dos produtos identificados e
subsequente visualiza¢do do gel sob iluminac¢io ultra-
violeta, nenhuma amostra apresentou banda de DNA
a nivel dos 450 bp. Testaram-se durante o Gltimo
trimestre de 1992, 41 amostras, correspondendo 22 a
esfregacos orais referentes a "casos" e 19 amostras
referentes a "controlos". As amostras foram divididas
em quatro lotes e para todas elas foi efectuado o con-
trolo da presenga de DNA pela beta-globina. Em
todas as amostras analisadas, a detecgdo do genoma
viral foi negativa.

4.2— Da hibridacio in situ

Todas as amostras objecto do estudo, com confir-
magdo 2 partir da revisio de laminas foram negativas.
As amostras controlo utilizadas foram positivas. Nao
foi possivel, portanto, confirmar ou infirmar a poten-
cial associagdo dos varios VPHs em estudo com os
tumores de localizagdo primitiva na cavidade oral,
uma vez que, nem nos casos nem nos seus controlos
foram identificados genomas do DNA viral.

Estes achados foram consistentes, quer a partir de
esfregaco oral, quer por detecgio efectuada a partir de
tecido biopsado e/ou excisado. Atendendo 2 alta
tecnologia utilizada ¢ ao cuidado de validagdo dos
métodos e procedimentos empregues, apesar da redu-
zida dimensdo da amostra estudada, os resultados
apontam para uma reduzida importincia dos VPH na
etiologia dos tumores da cavidade oral na populagio
portuguesa. De facto, outros factores sociais € com-
portamentais parecem assumir uma maior relevéncia.

5 — CONCLUSOES

Ressalta da analise dos resultados dos exames
efectuados, que:

« Néo parece existir na populagio portuguesa que
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acorre as consultas do [IPOFG em Lisboa uma
prevaléncia relevante de HPVs na cavidade oral,
ndo tende sido encontrado material genético dos
referidos virus nos utentes com tumores desta
localizagdo primitiva, nem nos seus controlos;

e Esta circunstincia inviabilizou o estudo que
visava determinar a potencial associagdo entre
estes virus e a doenga maligna da cavidade oral,
pelo facto de nem os casos nem 0s controlos
terem material genético viral nos esfregagos
recolhidos nem nas pegas biopsadas ou excisa-
das;

o O cuidado metodologico e a validagdo das
técnicas efectuadas permite-nos assegurar que,
se ele existisse, teria sido 1dentificado;

» Com base nos dados recolhidos por entrevista a
casos e controlos, a idade, o sexo, o consumo de
tabaco, o consumo de alcool, o baixo grau de
escolaridade e as profissdes menos diferencia-
das e uma irregular vigilancia da satde oral,
constituem variaveis em que a associagao entre
a doenca e os determinantes de risco se revela-
ram estatisticamente significativas;

6 — DISCUSSAQ

Os dados preliminares da investigagdo que aqui se
apresentam tém a ver, apenas, com a componente
analise laboratorial do estudo. Para salvaguardar a
qualidade da técnica laboratorial ¢ dos primers utili-
zados na identificagdo dos VPH, testaram-se 0s pro-
cedimentos em material de bidpsia ginecologica que
se sabia infectado pelos virus papiloma humanos e a
resposta foi francamente positiva. Procedeu-se, ainda,
a revisdo das laminas para verificar se existiam ima-
gens sugestivas de infecgdo viral — o que se revelou
negativo. O controlo da técnica de hibridagéo in situ
foi igualmente efectuado, tendo a validagdo sido
excelente. Podemos portanto afirmar que, tendo por
base esses dados preliminares, o lcool, o tabaco, o
baixo nivel cultural e a fraca vigilancia da satide oral,
parecem ser ¢s principais determinantes de risco do
cancro oral.
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