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O problema clinico

A papilomatose respiratoria recorrente (PRR) ¢ uma doenga caracterizada por
lesdes benignas, tipo verrugas, na cavidade oral e nas vias aéreas superiores e infe-
riores. As lesdes sdo resultado de uma infec¢do com o virus do papiloma humano
(human papilloma virus - HPV) 6 e 11 os quais sdo encontrados na mucosa
respiratéria em pelo menos 20% das pessoas (Smith, 2000; Rihkanen, 1994;
Nunez, 1994; Velyvyte at al 2002). No aparecimento juvenil da PRR (AJPRR),
o HPV acredita-se que possa ser adquirido por aspiragao de particulas virais pelo
recém nascido,enquando passa pelo canal do parto. De modo interessante, dado
a percentagem alta de pessoas com o HPV, a incidéncia de pacientes com PRR
clinicamente significante ¢ muito pequena, estimada ao redor de 1 por 100.000
criangas por ano (Armstrong, 2000). O espectro da doenca ¢ variavel, desde pouca
sintomatologia das lesdes que possam ocorrer na borda livre da prega vocal, até
muito agressiva, podendo ter um desfecho letal, caracterizado por afonia, compro-
metimento da via aérea e lesdes pulmonares. A doenga, na maioria dos pacientes,
encaminha-se para a remissao. Dado a raridade da doenca, apesar da frequéncia do
agente infeccioso, como também pela natureza caprichosa da evolugdo clinica, tem
sido aventado que as criancas acometidas apresentem uma susceptibilidade gené-
tica para o desenvolvimento da PRR. A identificacdo do(s) gene(s) que conferem
a susceptibilidade poderia promover informag@o do mecanismo de interagdo entre
o virus e o hospedeiro, bem como dar a defini¢do para uma cura extremamente
procurada.
O agente causador: HPV 6 e 0 11

O human papilloma virus (HPV) ¢ um virus de cadeia dupla de DNA com
mais de 150 tipos ja identificados. Os tipos tém preferéncias distintas pelos teci-
dos (pele, mucosa) e evolucdo clinica diferentes (Dragonov, 2006). A maioria dos
casos de PRR sdo associados com HPV tipos 6 ¢ 11 (Dragonov, 2006; Wiatrak,
2004). Outros tipos de HPV associados com a PRR incluem os tipos 16 ¢ 18, e
mais raramente os tipos 19, 39, 40 e 56. (Glynn, 1999; Xue et a/ 2010, Mammas
et al 2010). Tem sido reconhecido, ja ha muito tempo, que as doencas associa-
das com o HPV 11 apresentam uma evolu¢ao clinica mais agressiva, quando
comparada com o HPV 6, e que, a idade mais precoce para o aparecimento,
também esta associada com a forma mais agressiva da doenca. Buchinsky et a/
notaram que a idade do paciente tinha uma associagao mais forte com a evolugao
clinica agressiva (mais jovem, mais agressiva) do que o tipo do HPV ( Buchinsky,
2008). Por sorte, a maioria dos pacientes requerem menos cirurgia, a medida que
crescem e se maturam (Hawkes, 2008; Silverberg, 2004).
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Adquirindo a doenca

E de pensamento geral que os neonatos adquirem HPV de suas mées, em um
padrdo de transmissdo vertical, com um periodo de incubagdo variavel. Mesmo
que a infec¢do materna com HPV genital 6 ou 11 seja bastante comum, na verdade
¢é raro uma crianga desenvolver o PRR. Mesmo no cenario de condiloma acumina-
do visivel, a probabilidade do desenvolvimento de PRR crian¢a é estimada como
sendo 1 em 144 (Silverberg, 2003). O nascimento do bebé, através de cesariana,
pode reduzir o risco ainda mais, mas a protecdo conferida ndo ¢ absoluta. O fato
de que a maioria das criangas com PRR nascem de maes sem condiloma visivel,
assim como a morbidade, mortalidade e custo da cesariana, impede que esta possa
ser uma estratégia preventiva viavel.
Diagnéstico

E importante que os médicos que cuidam de criangas tenham um alto grau
de suspei¢ao em relag@o a esta doenga. O papiloma tem uma predilecio para as
pregas vocais. A massa tipo verruga perturba a vibragdo normal das pregas vo-
cais, sendo que a disfonia ¢ normalmente o primeiro sintoma. No entanto, se o
crescimento esta na laringe, a dispneia e o estridor sdo mais comuns. Criangas
que apresentam os sinais ou sintomas de rouquiddo ou outros disturbios da voz,
dispneia, tosse cronica, pneumonias de repeti¢ao, laringite estridulosa, estridor ou
asma poderdo muito bem serem portadoras de papiloma.

Os médicos deverdo suspeitar particularmente de AJPRR no caso de condilo-
ma materno na triade de: (Kashima, 1992)

e primeiro filho(a);

°  mae muito jovem,;

e parto normal (em oposi¢do a cesarea).

E importante lembrar que, mesmo na presenca da triade completa, o risco
absoluto, clinicamente significante, para desenvolver a AJPRR permanece baixo.

Pode haver um atraso de meses ou anos, entre o inicio dos sintomas ¢ o diag-
nostico correcto da PRR. A idade média no momento do diagnoéstico é, em geral,
de 3,1 anos (Reeves et al, 2003). O diagnostico € feito pela visualizagdo direta
na sala de cirurgia e uma bidpsia ¢ mandatoria para confirmar o diagnéstico. Na
maioria dos casos, uma biopsia ndo € necessaria com cada cirurgia subsequente,
embora biopsias adicionais devem ser obtidas, caso houver suspeita de transfor-
magdo maligna. E importante quantificar a extensio da doenca em cada cirurgia.
O sistema de estadiamento mais comumente utilizado € o sistema de estadiamento
Derkay-Coltrera (Derkay, 1998). Neste sistema, pontuagdes numéricas sdo usadas
para descrever o tipo de lesdo e os locais acometidos, com uma pontuagao final
para definir a extensao total da doenga
Espectro da doenca

Existe uma variabilidade enorme da infec¢ao por HPV da via aérea superior
e inferior. O HPV pode ser indolente, sem sinais de patologia, com uma incidéncia
estimada de 20% (Nunez, 1994, Rahkonen, et al, 1994), ou estar presente como
papiloma isolado assintomatico na tvula, no palato mole ou na mucosa orofarin-
gea. Portanto, a presenca do HPV ¢ necessaria, mas ndo suficiente, para o desen-
volvimento da doenca clinicamente significativa.
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Uma papilomatose respiratoria recorrente tem sido definida como:

e histéria de problemas com respiragdo, degluti¢do e/ou de voz;

e presencga de lesdes tipo verrugas no trato aero-digestivo alto;

¢ histopatologia mostrando massas pedunculadas, com proje¢des semelhan-
tes a dedos de epitélio ndo queratinizado, estratificado escamoso, sobre um estro-
ma de tecido conjuntivo altamente vascularizado (Campisi, 2010).

A doenca nao-agressiva pode resolver-se depois de algumas cirurgias, resul-
tando em uma crianga assintomatica, sem sequelas. Pacientes com doenga mais
agressiva irdo passar por cirurgias frequentes, com comprometimento potencial da
voz, afonia, traqueotomia e disseminagao distal ao longo da traqueia e pulmdes. Os
casos mais agressivos podem ser letais, com os papilomas, ocluindo a via aérea,
com disseminag@o pulmonar distal ndo passivel de ressec¢do cirurgica (Armstrong,
1999). A PRR requer um tratamento caro e degrada a qualidade de vida do paciente
e da familia. (Chadha, 2010). A transformacao maligna raramente pode ocorrer,
mas estd mais associada com o HPV 16 e 18 (Rimell, 1992). A malignidade é quase
sempre associada com o HPV 11 e ndo com HPV 6 e, geralmente, ocorre muitos
anos apos o diagnostico ja com infiltragao para a RRP pulmonar (Lie, 1994).

Embora a PRR clinicamente importante possa ser diagnosticada em qualquer
idade, existe uma distribui¢ao bimodal, do aparecimento juvenil da PRR (AJPRR)
e do aparecimento no adulto PRR (AAPRP). A JPRR ¢ geralmente associada a um
curso mais agressivo, talvez devido as vias aéreas serem de dimensdes pequenas,
na populacdo pediatrica, ou por uma resposta imune imatura. A PRR do adulto néo
esta associada com os mesmos fatores de risco da PRR de aparecimento juvenil,
mas pode ser associada com um aumento do niimero de parceiros sexuais durante
avida (Ruiz et al., 2014). O estudo genético tem se concentrado tanto aqueles com
PRR de aparecimento juvenil, bem como PRR de aparecimento no adulto, embora
com maior representagdo na primeira.

Tratamento

A cirurgia tem sido a principal abordagem, com a média dos pacientes sub-
metidos a mais de 20 cirurgias no decorrer da sua vida, com uma taxa de cerca de
5 cirurgias por ano (Reeves et al, 2003). O objetivo da cirurgia é remover o ma-
ximo da doenga quanto possivel, preservando ao mesmo tempo o tecido normal e
mantendo a fun¢@o, em particular, a voz. O tecido lesionado é propenso a cicatriz
e estenose, levando a disfonia permanente e comprometimento das vias aéreas.
Ocasionalmente, a doenga esta presente distalmente, tornando o acompanhamento
das vias aéreas mais problematico e geralmente com resultados graves, uma vez
que a PRR pulmonar pode ser letal.

A cirurgia da PRR ¢ um bom exemplo de "primum no nocere", e as iatroge-
nias devem ser minimizados, enquanto se estiver monitorando o paciente para a
remissdo. Existem varias modalidades cirtirgicas, incluindo o microdebridador, ¢ o
laser de CO, (ambos line-of-sight € fiber-delivered), enquanto os métodos mais an-
tigos incluem o debridamento com instrumentos. O debridamento realizado pode
aumentar o risco de danos ao tecido adjacente normal, enquanto que o tratamento
a laser inclui o risco de fogo e les@o aos tecidos profundos. Outra preocupagio
com relacdo a ablagdo a laser € o potencial para aeresolizagcdo do DNA do HPV, da



118 & XIV MANUAL DE OTORRINOLARINGOLOGIA PEDIATRICA DA IAPO

ponta do laser para o meio ambiente, com o temor de que os membros da equipe
de sala de cirurgia possam inalar a fumaga e, potencialmente, desenvolver o PRR.

Os microdebridadores tornaram-se mais populares do que outras modalida-
des de abordagem do papiloma laringotraqueal. O uso do microdebridador esta
associado a redugdo do tempo operatorio e da anestesia, com menor risco de lesdo
térmica, quando em comparagdo com o laser de CO, (Patel, 2003). Os resultados
para a voz em criangas tratadas com microdebridadores sao melhores, com resul-
tados acusticos melhores, quando sdo feitas avaliagdes objetivas (Holler, 2009).

Os pacientes com obstrugdo das vias aéreas com risco de vida podem ser
tratados com traqueotomia, mas existe a preocupacao da traqueotomia poder con-
tribuir para a propagacdo da doenga para o trato respiratorio inferior (Blackledge,
2000). Assim, o procedimento € visto como uma op¢ao de ultimo recurso, ¢ a
decanulagdo devera ser realizada tdo cedo quanto possivel.

Como pode se imaginar, um nimero grande de terapias adjuvantes tém sido
tentadas para tratar a PRR. Infelizmente, existem poucos estudos de qualidade que
demonstrem qual é o agente mais eficaz de todos. Uma lista parcial de tratamen-
tos adjuvantes que tém sido tentada incluem o aciclovir, a ribavirina, o indol-3-
-carbinol, os inibidores da COX-2, os retinoides, € o zinco. A historia natural da
doenga ¢ de regressao, sendo dificil de se arrolarem pacientes suficientes para um
ensaio randomizado com controle para avaliar a resolugdo natural da doenga. As
indicacdes para a terapia adjuvante incluem mais que 4 cirurgias por ano, o com-
prometimento das vias aéreas secundarias ao crescimento rapido e disseminagao
distal da doenca (Derkay, 2008).

As terapias adjuvantes que tém sido mais cuidadosamente estudadas sdo in-
terferon e cidofovir (Gallagher, 2009). Dois estudos indicaram alguma melhoria
com interferon, mas a melhora foi apenas temporaria, ou mesmo exigido adminis-
tragdes repetidas, com efeitos colaterais mal tolerados, tais como febre, sintomas
semelhantes aos da gripe, convulsdes, diminui¢ao na taxa de crescimento, leuco-
penia. (Healy, 1988; Leventhal, 1988)

O cidofovir tem sido amplamente utilizado para tratar a PRR, seja por uma
injecgdo intralesional ou, menos habitualmente, por um tratamento sistémico in-
travenoso. Um estudo duplo-cego randomizado, controlado por placebo, encon-
trou melhora significativa, ao longo do tempo, em pacientes com PRR que rece-
beram cidofovir (McMurray, 2008), mas ndo mais do que aqueles que receberam
placebo. As preocupagdes sdo quanto a toxicidade do farmaco, limitado a dose da
injecgdo intralesional de 0,3 mg/kg. Esta dosagem é menor do que ¢ a utilizada
clinicamente (5 mg/mL). Com o uso de cidofovir existe o perigo potencial para
a oncogénese, por isso tem sido recomendado que a droga seja apenas utilizada
em casos muito recalcitrantes (Derkay, 2005; Donne, 2009). Um estudo cita que,
usando amostras histologicas seriadas de PRR, ndo foram encontradas nenhuma
evidéncia de progressdo para a displasia (Gupta, 2010).

Foi constatado que os papilomas expressam em demasia as proteinas da via
EGFR-Rac1-COX-2 (Lucas et al., 2012). O celecoxib ¢ um conhecido inibidor de
COX-2 e, a administragdo de celecoxib em trés pacientes adultos com PPR grave,
resultou na remissdo da doenga, em todos os casos.
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Existe alguma evidéncia que o controle da doenca do refluxo extracsofagico
possa auxiliar no controle da PRR aggressiva (McKenna, 2005).

Um avango recente tem sido o desenvolvimento de uma vacina quadrivalente
contra o HPV de protecdo contra tipos de HPV 6, 11, 16, e 18, atualmente aprova-
do pela FDA, para a prevencao do carcinoma cervical, displasia e verrugas genitais
(Markowitz, 2007). Existe a possibilidade de que a vacinacéo generalizada poderia
reduzir o nimero de pais com HPV 6 e 11, diminuindo, assim, o nimero de recém-
-nascidos expostos e, por extensdo, o nimero de criangas que poderiam desenvolver
a PRR (Larson, 2010). Os obstaculos a serem superados incluem os custos da vaci-
nag¢do de uma populagdo global suficientemente grande, superando as possiveis obje-
¢Oes a vacina, e as décadas necessarias para ver uma redugdo na incidéncia de PRR.

Embora o curso natural da doenga seja a remissdo (Ruparelia, 2003), a dis-
fonia pode persistir, e a doenca pode recorrer (Derkay, 1995; Ilmarinen , 2011).
Relacbes entre patégenos, hospedeiro e fatores ambientais

Tem sido reconhecida a existéncia de uma interagdo entre o patdgeno, o ge-
noma do hospedeiro, e os fatores ambientais, no desenvolvimento de doencas.
Tornou-se claro que a genética do hospedeiro desempenha um papel importante
para governar a susceptibilidade para quase todas as infec¢des (Alcais, 2009). Es-
tudos conduzidos por epidemiologistas dinamarqueses t€ém mostrado que criangas
que foram adotadas tiveram um risco relativo de morte por infecgdo, se seus pais
biologicos também tivessem morrido prematuramente de uma doenga infecciosa
(Sorensen et al., 1988). Este risco relativo superou o risco para morte por doengas
cardiovasculares ou neoplasicas. Estudos subsequentes, examinando coortes de
pessoas adotadas, nas décadas de vida mais tarde, demonstraram um risco relativo
menor para desenvolver uma doenga infecciosa, mas uma forte influéncia genética
para ter um desfecho fatal (Petersen, 2010). Um estudo recente feito com gémeos
demonstrou uma associa¢do menor entre os fatores hereditarios e as mortes por
etiologias infecciosas. (Obel, 2010).

Em termos de exemplos de doengas especificas, um esforgo intensivo iden-
tificou alguns dos polimorfismos genéticos que explicam em parte a variabilidade
clinica no desenvolvimento de sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA),
subsequente a infec¢do com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Exis-
tem pelo menos 30 genes (a codificagdo da maioria para quimiocinas, co-factores
virais celulares, citocinas e do sistema HLA) que tém sido associados com a va-
riacdo clinica em pacientes infectados com HIV, que explicam aproximadamente
20% da variabilidade observada (Um e Winkler de 2010). Um dos exemplos mais
conhecidos ¢ que as mutagdes no gene CCRS5 estdo associadas com a diminui¢ao
da susceptibilidade a infecgdo pelo HIV, bem como um prolongamento do tempo
de vida do paciente, uma vez infectado. O gene CCRS5 codifica para um receptor
de quimiocina na superficie de varias células associadas com o sistema imuni-
tario (Dean, 1996). O HIV usa este receptor para ganhar a entrada nas células.
Uma mutagdo especifica, (CCR5A32) trunca o co-receptor, limitando, assim, a
entrada do virus nas células. Havendo duas copias da mutag@o (homozigoto) con-
fere um grau de protecdo para o paciente, em comparacgao a ter apenas uma copia
(heterozigoto).
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Um exemplo dos mais antigos, da influéncia da genética do hospedeiro hu-
mano sobre o curso de uma doenga infecciosa € a malaria. Desde a década de 1950,
sabe-se que os doentes que sdo heterozigdticos para a HgbS sdo relativamente
protegidos contra o Plasmodium falciparum, enquanto aqueles pacientes homo-
zigdticos para HbS podem desenvolver anemia falciforme, acarretando um grau
elevado de morbidade e mortalidade. Assim, em termos populacionais, a HgbS ¢
protetora aos seres humanos, tendo em conta as frequéncias relativas do gene na
populagdo, (Allison, 1954).

Foi relatado recentemente que muta¢des em dominio-TIR, contendo o adap-
ter-inducing interferon-f (TRIF) reduzem a capacidade das criancas para respon-
der aos herpes simples (outro virus de DNA de cadeia dupla) que provoca uma
encefalopatia (Sancho-Shimizu, 2011).

Genética da PRR. Estudos em animais

Um dos desafios na realizag@o de pesquisas com o HPV ¢ que ele s6 acomete os
seres humanos. Existem outros virus de papiloma que infectam outras espécies, em
particular, os virus do papiloma de coelho (cottontail rabbit papillomavirus- CRPV),
que causa verrugas cutineas em coelhos. Essas verrugas t€ém uma evolucdo variavel
(regressdo, persisténcia ou degeneracdo maligna) semelhante a PRR em criangas.
Curiosamente, foi relatado uma forte ligacao entre a regressao de verrugas e dois ge-
nes da regido de Classe II do complexo principal de histocompatibilidade do coelho
(polimorfismos de DRa DQa (HAN), 1992). O papilomavirus oral canino (Canine
oral papillomavirus - COPV) é um modelo util para estudar o desenvolvimento de
vacinas, com um infiltrado linfocitico semelhante ao HPV (Nicholls et a/, 2001).
Estudos em humanos

A grande maioria das pessoas expostas ao HPV 6 ou 11 ndo apresenta sus-
cetibilidade a outras doencas infecciosas, e s3o capazes de coexistir pacificamente
com o virus. Criangas com AJPRR n2o parecem ter uma diferenca imunologica
geral que os tornam susceptiveis ao HPV 6 ou 11. Estas linhas de evidéncia suge-
rem que existe um defeito imunoldgica discreto, ou susceptibilidade especifica em
pacientes com PRR.

Num esfor¢o para identificar esta susceptibilidade especifica, os estudos tém-
-se centrado no complexo principal de histocompatibilidade (major histocompati-
bility complex MHC), o qual ¢ uma parte significativa do sistema imunologico que
auxilia no reconhecimento de elementos que sdo estranhos para o hospedeiro. O
MHC ¢ um conjunto de moléculas da superficie celular que medeia as interagdes
com as células brancas (leucocitos), e sdo codificadas por uma familia grande de ge-
nes. Nos seres humanos a MHC também ¢ referida como Antigenos de Leucocitos
Humanos (Human Leukocyte Antigens - HLA). Dois grupos de pesquisas indepen-
dentes notaram uma associacao entre o tipo de HLA DRB1 * 0301 e um aumento
da susceptibilidade para o desenvolvimento de PRR (Gelder et a/, 2003; Bonagura
et al, 2004). Um potencial mecanismo para esta associacao ¢ a observacao de que
células mononucleares do sangue periférico de pacientes com PRR genotipo HLA-
-DRB1 * 0301 / DQBI1 * 0201, tinha reduzida a expressdo de interferon-y quando
exposto a proteina precoce E6 do HPV-11. O Interferon-y desempenha um papel
importante na estimulagdo da expressao de moléculas MHC da classe Il em células
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apresentadoras de antigeno (Bonagura et al., 2004). As frequéncias de genes de
HLA-DRBI1 * 11: 01 e DQB1 * 03: 01, bem como a frequéncia de haplotipos de
DRB1 * 11: 01-DQB1 * 03: 01, foram maiores nos pacientes PRR coreanos do
que os controles (Song, et al , 2013). Também tem sido demonstrado que existe
um defeito nas respostas imunes inatas pro-inflamatorias, produzida por células de
Langerhans imaturas em resposta a IL-36y (Devoti, 2014).

O HPV tem sido associado com outras doengas e ha alguma evidéncia de que
a histdria natural da infec¢do pelo HPV possa ser influenciada por polimorfismos em
varios loci de genes. Estes incluem verrugas cutaneas (Spelten, Grussendorf-2004);
epidermodisplasia verruciforme (Ramos et al, 2002;. Tate et al., 2004); carcinoma
de células escamosas da orofaringe (Guan et al, 2010;. Perrone et al., 2007); e cancer
cervical (Carrington et al, 2005;Madeleine et al, 2008). No cancer de laringe, tipos
de HPV oncogénicos ndo sdo comumente encontrados em cancer ou leucoplasias,
em comparagao aos controles, mas ha um aumento do risco de cancer, apos controlar
para o uso de alcool e tabaco (Smith, e a/, 2000). Semelhante a PRR, muitas pessoas
apresentam varios tipos de HPV mais do que aquelas que sdo realmente acometidas
com a doenga, uma observacao que sugere ainda que a genética do hospedeiro possa
desempenhar um papel na susceptibilidade para o desenvolvimento da doenca ja ins-
talada. As deficiéncias imunologicas em pacientes portadores de HPV e associadas
com PRR foram revistas recentemente (Bonagura, 2010).

Descoberta do gene da PPR

Existem duas estratégias principais para a descoberta do gene: a aborda-
gem do gene candidato e os estudos de associagdo do genoma. Na abordagem do
gene candidato, uma selecdo de genes ¢ examinada, tendo esta uma relevancia,
a priori, no sentido de avaliar um mecanismo proposto para a fisiopatologia.
Assim, os investigadores devem prever os passos que poderiam levar ao fe-
nétipo da doenga e, em seguida, identificar genes do hospedeiro previamente
conhecidos que, por seu suposto mecanismo, seriam biologicamente plausiveis
para conferir susceptibilidade a doenca. Uma grande vantagem da abordagem
do gene candidato é que o esfor¢o de investigacdo ¢ dirigido sobre um conjunto
relativamente pequeno de genes, reduzindo custos e esfor¢os, permitindo, ao
mesmo tempo, uma abordagem de alta resolu¢do. Um bom exemplo desta abor-
dagem ¢ a descoberta de que o locus TRAF1/C5 aumenta a susceptibilidade ¢ a
gravidade da artrite reumatoide (Kurreeman, et al, 2007).

A abordagem de todo o genoma ndo exige uma hipotese a priori sobre a via
fisiopatologica potencial, mas ¢ uma abordagem muito menos concentrada, mas
requer a busca de todo o genoma. Felizmente, com os avangos em tecnologias e a
explosdo do nimero de marcadores genéticos disponiveis, as varreduras do geno-
ma estdo se tornando cada vez mais viaveis. Esta abordagem é particularmente 1til
em estados da doenga em que o padrdo de hereditariedade é claro, e a compreen-
s30 da fisiopatologia de base da doenga ¢ limitada. O elenco net all-inclusive pela
abordagem de todo o genoma é uma vantagem decisiva, mas demanda atengio
estrita a falsos positivos, e tamanhos de amostra muito grandes. No caso da PRR,
onde qualquer institui¢do ndo tem o nimero necessario de pacientes e familiares,
uma colabora¢do multicéntrica ¢ imperativa.
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Desafios na descoberta do(s) gene(s) que confere a susceptibilidade para PRR

Nenhuma institui¢do tem pacientes em nimero suficiente. Por defini¢do, ne-
nhum médico ou institui¢do tem uma populagdo grande de pacientes, com uma
doenga rara. Por isso, a busca de genes para a PRR precisou ser parte de um esfor-
¢o de colaboragdo multi-institucional. A Forca Tarefa para a PRR (PRR Task For-
ce) foi formada, com membros da Sociedade Americana de Otorrinolaringologia
Pediatrica (ASPO), da Associacdo Americana de Broncoesofagologia (ABEA) e
pelos membros interessados a partir de varias outras organizagdes, como a Asso-
ciagdo Interamericana de Otorrinolaringologia Pediatrica (IAPO). Liderado pelo
primeiro autor (FJB), foi sediada no Centro de Ciéncias Genomicas do Institu-
to Allegheny-Singer Research, da Rede Allegheny de Satde em Pittsburgh, PA,
EUA. A Forca-Tarefa RRP identifica os probandos potenciais e suas familias, e
retine-se regularmente em encontros americanos, publicando periodicamente os
resultados (Buchinsky et al., 2004, 2008).

Dois grupos de suporte de pacientes, o Recurrent Respiratory Papillomatosis
Foundation em Lawrenceville, NJ, USA e a International RRP Information, Sup-
port and Advocacy (ISA) Center com base em Bellingham, WA, USA, tém sido de
valor inestimavel neste projeto.

Antes de inserir no estudo o probando e sua familia, foi obtida a permissao
do Institutional Review Board (IRB) em cada caso. A obtengdo de aprovacao pelo
IRB provou ser uma tarefa herculea (Sherwood, 2006). Originalmente aprovado
pelo IRB, o Allegheny-Singer Research Institute, de Pittsburgh, PA, ficou respon-
savel pelo projeto, sendo o protocolo posteriormente apresentado ao longo de um
periodo de dez anos para mais de 40 IRBs adicionais. Em tltima analise, foi obtido
consentimento informado para os seres humanos incluidos neste protocolo.

A dificuldade para estabelecer um grupo controle

Nao ¢ viavel ou ético realizar a laringoscopia direta, broncoscopia e biopsias
em criangas potencialmente expostas, mas assintomaticas. Portanto, ndo existe um
método objetivo para o estabelecimento de um grupo controle verdadeiro, ou seja,
criangas as quais se tem o conhecimento que tiveram a exposi¢ao ao HPV 6 e 11,
mas definitivamente ndo desenvolveram a PRR.

Modo de hereditariedade desconhecido

Os padrdes de heranga sdo classicamente descritos como: autossdomico domi-
nante (uma copia do gene mutante ¢ suficiente para causar doenga); autossémico
recessivo (sdo necessarias duas copias do gene mutado para causar doenga); liga-
do ao sexo (um padrdo de heranga caracteristica como o gene da doenga esta no
cromossoma X ou Y); ou mitocondrial (um padrio raro em que o gene nio esta no
nucleo, mas sim nas mitocondrias). Enquanto a susceptibilidade para a PRR pode
muito bem ser herdada por um desses padroes, as familias disponiveis sdo muito
pequenas, o status exato dos irmaos clinicamente ndo acometidos (isto €, os con-
troles) ¢ desconhecido, bem como o status da mae (presenga do HPV e protegdo
sorologica) varia entre nascimentos. Esses fatores se combinam para obscurecer o
modo de heranga. Esta falta de um paddo de heranca definida impacta nas analises
estatisticas que podem ser avaliadas. Adicionalmente, pode muito bem ser que a
susceptibilidade a PRR seja conferida por multiplos genes, isto ¢, ser poligénica.
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Desenho do estudo
Composicao das amostras

As criangas com PRR e tratadas por otorrinolaringologistas constituiram os
probandos neste estudo. Todo esforgo foi feito para colocar no estudo, também
os pais ou todos os irmaos disponiveis. Os pacientes foram identificados, tanto
através de websites, quanto por grupos de apoio aos doentes. Na abordagem por
website, os probandos foram inseridos no estudo pelo seu otorrinolaringologista
que forneceu os dados clinicos do paciente. Obtivemos o DNA do paciente, a partir
de uma amostra de sangue, bem como uma bidpsia do papiloma. Apos um ano,
obtivemos o seguimento dos dados clinicos do paciente. Na abordagem do grupo
de apoio aos doentes, fizemos publicidade sobre o estudo, e familias potenciais en-
traram em contato com o investigador principal no Center for Genomic Sciences.
Se a familia decidiu continuar no estudo, foi enviado um kit para coleta de amostra
de DNA para a familia, ¢ obtidos os dados clinicos. O DNA foi obtido a partir de
uma amostra bucal, e ndo foi feita nenhuma biopsia do papiloma, neste grupo.

Nos ultimos 10 anos, 602 pacientes acometidos por PRR e 791 dos seus pa-
rentes (pais ou irmaos) entraram no estudo, originarios de 37 cidades de diversos
locais e paises do mundo, incluindo o Brasil. Esta colecdo é o maior depdsito de
espécimes de DNA de pacientes com PRR e seus familiares que existe no mundo.
Analise

Estudos de ligacdo sdo desenhados para determinar se existe uma associagao
entre um locus da doenga e um locus marcador. Os marcadores sdo especificos e
discretos, pontos conhecidos em um cromossomo particular, que sdo analogos as
placas de sinalizagdo ao longo de uma estrada. Assim, se ha uma ligac¢@o entre o
locus da doen¢a e um marcador, a localizagdo do locus da doencga sera conhecida.
Embora uma variedade de marcadores estejam disponiveis, neste estudo, polimor-
fismos de nucleotideo unico (single nucleotide polymorphisms -SNPs) foram es-
colhidos. Os SNPs so alteragdes em um Unico nucleétido que ocorrem em todo o
genoma de uma pessoa, geralmente sem um efeito clinico. Ha aproximadamente
10.000.000 de SNPs no genoma humano, com uma média de um SNP por cada
300 nucleotideos. Com técnicas modernas, a identifica¢do de padrdes de heranga
SNP ¢ relativamente simples. A significancia ¢ determinada pelo transmission di-
sequilibrium test - TDT), que ¢ um teste de associagdo a base de familia concebido
para detectar ligacdo entre um marcador e um caracter genético. O genotipo de
cada paciente acometido ¢ comparado com os pais disponiveis, comparando os
genodtipos observados contra os genotipos esperados, se segregacao tivesse sido
aleatoria. Segregacdo ndo aleatoria ¢ uma indicacdo de que o gene da doenca esta
no mesmo cromossomo ¢ fisicamente perto do marcador SNP em particular.
Conclusio

Muito pouco se sabe sobre a fisiopatologia fundamental da PRR. A identi-
ficacio do(s) gene(s) que regulam a susceptibilidade poderia revelar alteracoes
em proteinas importantes ou nas vias metabolicas que resultam em doenca,
proporcionando, assim, uma oportunidade para desenvolver terapias racio-
nais, incluindo o desenvolvimento de novos farmacos. Uma abordagem farma-
cogenética (otimizacio de estratégias farmacéuticas com base no genoma do
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paciente) identificaria os pacientes que poderiam se beneficiar de terapias exis-
tentes. Uma compreensiao mais profunda da susceptibilidade genética poderia
prever melhor quais fetos se beneficiariam de um parto cesariana, especialmen-
te no cenario das verrugas genitais maternas. A cesarea é conhecido por estar
associada a uma diminuicao do risco de o recém-nascido desenvolver PRR, no
entanto, a maioria das maes com verrugas genitais nao dao a luz criancas que
irdo desenvolver a PRR. Uma compreensao da susceptibilidade genética para
PRR poderia prever quais pacientes irdo desfrutar de um curso indolente, e
quais os pacientes serao afligidos com a doenca agressiva. Finalmente, elucidar
a base para a susceptibilidade ao HPV deve fornecer dados sobre os mecanis-
mos basicos da susceptibilidade aos outros virus em geral.
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