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RESUMO

b

O Papilomavirus Humano (HPV) esta relacionado a patogénese de varios
tipos de céancer, e uma associacdo causal entre o HPV e o cancer de cabeca e
pescoco tem sido estabelecida recentemente. A infeccao pelo HPV de alto risco esta
frequentemente associada a superexpressdo da pl6, uma proteina envolvida no
controle do ciclo celular e utilizada como biomarcador para os eventos iniciais da
carcinogénese. O objetivo deste estudo foi analisar a expressao da pl6 em
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco e sua relagdo com o HPV. A amostra
analisada foi composta por tecidos de biopsias emblocados em parafina de casos de
carcinoma espinocelular de boca e orofaringe, e um grupo controle de hiperplasia
fibrosa. Todos os casos foram avaliados para expresséo de pl6 pela técnica imuno-
histoquimica e para deteccdo do HPV pela reacdo de polimerizagdo em cadeia
(PCR). Nos casos de carcinoma, analisou-se a expressao de p16 na regido do tumor
e no epitélio adjacente, bem como no epitélio dos casos controle. Os dados clinicos
e demograficos foram obtidos de arquivos médicos. 25% dos casos de cancer de
boca e 35,7% de orofaringe foram positivos para pl6. O epitélio adjacente mostrou
38,5% positividade para p1l6 em cancer de boca e 45,5% para orofaringe. O grupo
controle apresentou positividade em 30% dos casos. Observou-se relacdo entre a
morfologia queratinizante e a auséncia de expressao de p16. A relacdo descrita na
literatura entre superexpressao de pl6 e presenca de HPV néo foi encontrada, pois

nenhum caso foi HPV-positivo.

Palavras-chave: carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco, pl16, HPV, imuno-

histoquimica, nested PCR.
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ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) has been linked to the pathogenesis of
several types of cancer, and a causal association between HPV and head and neck
cancer has been recently established. Proteins involved in cell cycle control are used
as biomarkers to changes in the cycle and early events of carcinogenesis. The
purpose of this study was to analyze the expression of the p16 protein in head and
neck squamous cell carcinomas and its relationship with HPV. Paraffin-embedded
biopsy tissues from patients with oral squamous cell carcinoma (OSCC) and
oropharyngeal squamous cell carcinoma (OPSCC) comprised the sample analyzed.
A control group comprised biopsies diagnosed with fibrous hyperplasia. They were
evaluated for p1l6 immunohistochemical expression in tumor tissue and adjacent
epithelium and for the presence of HPV through DNA extraction and Nested PCR.
Demographic data were obtained from medical records. Results: 25% of OSCC
cases and 35.7% of OPSCC were positive for p16. The adjacent epithelium showed
61% of p16 OSCC positive and 45% in OPSCC. Control group presents positivity in
30% of cases. No patients presented HPV. The study showed that the low pl6
expression in the tumor area indicates that this gene is inactivated in carcinogenesis.
We did not find relationship between p16 and HPV, since no cases were HPV-

positive.

Key Words: Oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma, pl6, HPV,

immunohistochemistry, nested PCR.
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1 INTRODUCAO

7z

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco € 0 sexto tipo de cancer
mais comum no mundo, com uma incidéncia anual estimada de um milhdo de casos
em todo o mundo (1, 2). Relatos de tendéncias crescentes desse tipo de cancer em
alguns tipos de populagdes o torna cada vez mais objeto de estudo em pesquisas,
gue procuram aperfeicoar métodos diagndsticos e relacionar fatores de risco ainda
nao bem estabelecidos, com o fim de reduzir a incidéncia e a mortalidade.

Os principais fatores de risco associados ao cancer de cabeca e pescog¢o séao
o fumo e o alcool (3,4,5), entretanto, alguns casos ndo possuem qualquer fator de
risco identificavel (6).

ApoOs pesquisas evidenciarem a influéncia do HPV na carcinogénese do colo
de utero (7) este virus também comecou a ser estudado como provavel fator de risco
do cancer em varias localizagbes anatdomicas, sendo encontrada uma forte
associacao entre HPV dos tipos de alto risco e cancer de orofaringe (6,8,9) devido
as suas semelhancas morfolégicas com a regiao de colo de utero(10,11).

Apesar da variedade de achados nos indices de infeccdo por HPV em
mucosa normal, lesbes pré-malignas e carcinoma espinocelular, jA ha evidéncias,
pelo menos quantitativamente, da relacdo entre o HPV e a carcinogénese em boca e
orofaringe (9,12,13).

O HPV é um DNA virus com tropismo pela célula epitelial e possui mais de
120 tipos isolados (14). Os HPVs oncogénicos, como os tipos 16 e 18, sado
associados aos carcinomas, sendo capazes de transformar células epiteliais dos
tratos genital e respiratério (15,16). Essa transformacéo € resultado da funcéo de
duas oncoproteinas virais, E6 e E7, que funcionalmente inativam o p53 e pRb,
proteinas importantes de genes supressores de tumores (9).

Os resultados da associacdo do HPV ao cancer de cabeca e pescoco ainda
sdo controversos (8,17,18). Isso pode ser devido a variacbes na sensibilidade e
especificidade dos métodos utilizados para deteccdo do virus, a auséncia de
padronizacdo e também a diversidade de técnicas laboratoriais para estudo do virus
(19,20,21).

Para investigacdo da presenca do HPV em tumores humanos, os métodos de

deteccdo devem ter alta sensibilidade e especificidade (16,20). Varios métodos bem
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estabelecidos ja existem, embora a deteccao da expressdo das oncoproteinas E6 e
E7 seja o padrao ouro para a classificacdo de tumores como HPV-positivos. Alguns
métodos de hibridizaco in situ tém apresentado resultados satisfatorios na deteccao
da infeccao pelo HPV e da integragao viral ao genoma do hospedeiro, confirmando a
presenca de atividade trasncricional do virus (21). JA& os exames baseados em
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) tém sido frequentemente utilizados para
detectar o DNA do HPV (22).

A expressdo imuno-histoquimica do pl1l6 tém sido utilizada como marcador
substituto para a presenca de HPV, sendo considerado um fator preditivo para a
presencga do virus (23,24). Diversos trabalhos propdem a imuno-histoquimica como
uma triagem inicial, seguida por deteccao do HPV com exames mais especificos nos
tumores p16 positivos (25,26,27).

A proteina pl6 esta relacionada ao controle do ciclo celular, inativando sua
progresséo por meio da inibicdo do complexo ciclina D/CDK4 e 6 (28). A mutagao ou
delecdo do gene pl6 pode afetar o balanco entre a proteina pl6 e ciclina D,
resultando em crescimento celular anormal (29). Carcinomas associados ao HPV
séo caracterizados por uma alteracéo na expressao do marcador pl6, que pode ser
detectavel pela imuno-histoquimica.

Assim, este estudo pretendeu analisar a expressdo do pl6 em carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco e avaliar a possibilidade de utilizagcdo da imuno-

histoquimica como um marcador confiavel para a presenca de HPV.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOMA DE CABECA E PESCOCO: EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE
RISCO.

O carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢o é uma causa expressiva de
morbidade e mortalidade, com uma estimativa de um milh&o de casos novos em
todo o mundo (1,2). Também conhecido como carcinoma epidermoide ou de células
escamosas, compreende todos os tumores originarios do epitélio muco-escamoso,
desde o labio, cavidades nasal e oral, faringe, até a laringe e ouvido medio (30).

Trata-se do sexto tipo de céancer mais comum, com relatos de aumento na
incidéncia para cinco sitios anatomicos: cavidade oral, orofaringe, nasofaringe,
hipofaringe e laringe. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que, neste ano,
ocorram aproximadamente 20.000 novos casos de cancer de cabeca e pescoco no
Brasil, sendo 16.000 em homens e 4.000 em mulheres (31).

O perfil do paciente diagnosticado com carcinoma espinocelular de cabeca e
pescoco € homem de meia idade, fumante e de menor nivel socioeconémico
(31,32,33), sendo menos comum no mundo desenvolvido, exceto algumas partes da
Franca (4), e mais comum no mundo em desenvolvimento, como Asia e Brasil (1).

O tabagismo é um fator de risco para o cancer de cabeca e pesco¢o, mesmo
para fumantes de pequenas quantidades e curta duracdo, enquanto o consumo de
alcool possui efeito sinérgico, aumentando o risco de desenvolvimento de cancer em
pacientes fumantes (3,33,34). O assoalho da boca é o sitio mais afetado pelos
efeitos nocivos do tabaco e do alcool, enquanto as gengivas sdo menos suscetiveis
(3). O risco associado ao consumo de tabaco e alcool néo difere entre a cavidade
oral e subsitios incluidos na orofaringe (palato mole, base da lingua, pilar anterior).
Estes resultados indicam que “check-ups” regulares devem ser orientados para 0s
fumantes e etilistas, e que os esfor¢cos de prevencao devem ser focados em parar de
fumar (34).

O hébito de fumar, incluindo o tabaco sem fumaca, e 0 consumo excessivo de

alcool sao relatados em até 80% dos casos com diagnostico de carcinoma



espinocelular oral (3) e uma alta propor¢cdo de pacientes fumantes é descrita em
estudos de cancer de cabeca e pescoco (33,34).

Apesar dos esforgos bem-sucedidos para o controle do tabaco e consumo de
alcool no mundo ocidental, varios paises desenvolvidos denunciam o aumento de
incidéncia em carcinoma espinocelular de orofaringe, especificamente em individuos
jovens (35). Por isso, acredita-se que, além dos fatores etioldgicos reconhecidos e
amplamente estudados, outros agentes possam ajudar no desenvolvimento do
cancer de cabeca e pescoco (32,33,36).

No inicio dos anos 80, pesquisadores comecaram a investigar se o HPV, a
exemplo do que ocorre nos carcinomas de colo de (tero e anogenitais,
desempenharia algum papel no aparecimento do carcinoma espinocelular de cabeca
e pescoco (11,37).

A infeccdo por HPV esta relacionada a comportamentos sexuais e tem sido
considerada um fator de risco para de cancer na cabeca e pescoco (38). Porém,
apesar dos avancos tecnoldgicos nas ultimas décadas, especialmente em biologia
molecular, a interacéo entre o HPV e cancer de cabeca e pescoco ainda apresenta

resultados inconsistentes (11,39,40,41).



2.2 plé E ALTERACOES NO CICLO CELULAR

2.2.1 Fases do ciclo celular

O ciclo celular € um processo organizado, e culmina na duplicacdo e
transmissao de informacdo genética de uma célula-mae para as filhas. Durante este
processo o &cido desoxirribonucléico (DNA) precisa se replicar exatamente e
distribuir copias idénticas de cromossomos para as células resultantes da divisdo
celular (42).

Uma série de proteinas quinases é responsavel pela estimulacéo e regulacéo
do ciclo celular. Associadas as ciclinas, elas formam o complexo quinase
dependente de ciclina (CDK). Esses complexos CDKs com suas ciclinas sao
fosforilados por uma quinase ativadora. A ciclina é a unidade regulatoria e a CDK a
unidade catalitica. Os complexos ciclina/CDK participam de diversos estagios do
ciclo celular: realizam fosforilacdo de substratos de proteinas especificas para mover
a célula no ciclo celular, ativam a sintese do DNA e formacdo de componentes
associados com a mitose. A transicdo entre os estagios do ciclo celular é garantida
pela periodicidade das ciclinas, por sua sintese e degradacao proteolitica (28,43).

O ciclo celular € composto pelas seguintes fases: G1, M, S e G2. A fase G1
compreende o intervalo entre a mitose e a sintese. Durante G1 a células esta
sujeita a estimulos mitogénicos extracelulares e fatores de crescimento. Na
auséncia de sinalizacao mitética, a célula é submetida ao processo de diferenciacéo,
apoptose ou passa para o estado de quiescéncia, chamado de GO (44,45).

Em resposta aos estimulos mitoticos, uma cascata de reacdes de fosforilacéo
e desfosforilagdo de proteinas se inicia, regulando a expressao das ciclinas. Por
meio da via da proteina retinoblastoma (pRb), ocorre aumento da expressao de
ciclinas D (45,46). As ciclinas D, associadas a CDK4 e CDK6 formam os complexos
ciclinas D/CDK, que resultam em fosforilacdo e ativacdo das CDKs. As CDKs
ativadas fosforilam a proteina retinoblastoma (pRb) (45).

A pRb exerce um papel critico na regulacdo da progressdo da fase G1 pelo

ponto de restricdo (R). No caso de dano genbmico, o ciclo celular precisa ser



retardado ou abandonado (43,46). Caso ndo haja danos, a célula passa de G1 para
S, onde inicia a sintese do DNA (44).

A fase G2 é o intervalo entre o término da sintese de DNA e a mitose.
Durante a fase M ocorre a formacdo dos fusos mitéticos bipolares, separacdo de
cromatides irmdas e divisdo celular (42).

2.2.2 Regulagédo do ciclo

A regulacdo do ciclo celular deve assegurar que 0s eventos ocorridos em
cada fase estejam completos e sem erros, antes de prosseguir. Por isso, os “check
points” (pontos de checagem) que monitoram a integridade do DNA estédo
localizados ao final da fase G1 e na interface G2/M, prevenindo a progressao e
propagacéao de células com mutagcOes ou danificadas. (42,45).

Clones celulares defeituosos podem ser formados se houver erros durante a
codificagdo gendmica. Para que isso ndo ocorra existem sitios regulatorios que
monitoram os eventos do ciclo celular. O sitio mais importante como ponto de
checagem é o ponto de restricdo, no final da fase G1. Quando um erro ocorre em
estagios tardios do ciclo celular (fases S ou G2/M), outros pontos de checagem
realizam este reconhecimento. Dependendo do grau do dano, o defeito pode ser
reparado ou a mitose € abortada (21,42,44,45).

Os membros da familia Rb, quando desfosforilados ou hipofosforilados, tém a
funcdo de se aderir ao fator de transcricdo E2F e inibir a transcricdo. Porém, quando
ocorre a fosforilacdo da Rb pela CD4/6, ha uma dissociacdo de Rb e E2F, com
liberacdo da E2F para transcrever um namero de genes de reacédo (incluindo ciclina
E), necessarios para a passagem pelo ponto de restricdo (45). A pRb atua como
‘guardid” da célula. Quando hipofosforilada, a pRb guarda o ponto de restrigao,
prevenindo a progressao do ciclo celular. A sua hiperfosforilagdo, por outro lado, é
associada com a liberacao de E2F, permitindo a passagem pelo ponto de checagem
ao final da fase G1. O Rb mantém o seu estado de hiperfosforilacdo até o final da

mitose, guiando a célula pelas fases S, G2 e M (42).



2.2.3 Atuacao da pl6

O gene CDKN2, também referido como INKA4, € um gene supressor de
tumor, localizado no cromossomo humano 9p21. Este gene codifica uma proteina de
156 aminoéacidos, designada pl6, que se liga especificamente as quinases-
dependentes de ciclina CDK4 e CDK®6.

As quinases sdo 0s principais cataliticos para as ciclinas D, que colaboram
com a ciclina E-CDK2 no controle da transcricdo da fase G1 para S do ciclo celular
(28,43,45,47).

No ciclo de divisdo celular, a superexpressao do pl6 inibe a progressao da
fase G1 do ciclo celular, pela ligagdo ao complexo CD4/ciclina D, inibindo a
fosforilacdo da pRb e retornando a formacédo do complexo pRb/E2F. Desse modo,
ocorre 0 bloqueio da atividade quinase da enzima. Com isso, tem-se a finalizacao
dos processos do ponto de checagem G1-S do ciclo celular (48), observado na

Figura 1.
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Figura 1. O locus CDKN2A (cromossomo 9p21) e o controle do ciclo celular. Uma das
proteinas codificadas neste locus é o p16™“*. O produto desta proteina funciona como
regulador negativo da progresséo do ciclo celular, inibindo a ativacdo de CDK4 e CDKG6 pela
ciclina D1, impedindo assim a fosforilagdo de Rb1. A proteina Rb1 ndo-fosforilada sequestra
o fator de transcricdo E2F e impede-o de induzir a progressédo da fase G1 para S no ciclo
celular (adaptado de: Pérez-Sayanz et al., 2011)



2.2.4 pl6 em carcinoma de cabeca e pescoco

O processo de transformacdo maligna envolve numerosas mudancas que
resultam na inativagdo de genes supressores de tumor e ativacdo de proto-
oncogenes, levando a perda do controle do ciclo celular (21,46,47,48).

Desde que foi descoberta em 1993 (43,49), estudos vém demonstrando que a
expressdo da proteina pl6 esta frequentemente alterada em neoplasias humanas
como melanomas, leucemias, linfomas e carcinomas de colo de utero, esbdfago e
pulmdo, assim como nos carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco.
Alteracbes no cromossomo e seu locus podem promover anormalidades no gene,
assim como variagcdes na expressao da proteina celular dos diversos tumores acima
descritos (50,51).

Delecdes ou mutagcdes do gene supressor de tumores pl6 tém sido
demonstradas em carcinomas de cabeca e pescoco, indicando a importancia do
gene no desenvolvimento dessa neoplasia (29,46,45,48,50,52).

A auséncia ou inativacdo da proteina pl6 parece ser um evento precoce na
carcinogénese, resultando em rompimento do controle do ciclo celular, com
consequente desenvolvimento do tumor, o que estd associado com tumores que
mostram deficiéncia da p16 (27,45,51). Nos carcinomas espinocelulares de cabeca
e pescoco, Reed et al.(53) demonstraram que a inativacdo do gene da pl6 esta
presente em 80% dos casos, sendo a delecéo responsavel por quase 50% deles.

A perda funcional do p16 resulta na proliferacéo celular anormal pela remocéao
da chave no ponto de checagem do ciclo celular, o que permite que as células
progridam para a fase S, sem restricbes. Uma relacdo reciproca tem sido vista entre
expressdo do pl6 com a da pRb, sugerindo a presenca de uma alca de controle de
retroalimentacdo negativa que permite a pRb limitar a concentracdo de p16 (53,54).
O gene INK4a alterado participaria do estagio inicial da transformacao neoplasica
em carcinomas espinocelulares, interferindo com a diferenciacao terminal e levando
a uma proliferacdo celular irrestrita (48,50).

Existem diferencas marcantes nas frequéncias da hipermetilacdo de genes e
perda alélica entre carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco (55). Esse fato

sugere que o processo de carcinogénese pode ser diferente em tumores localizados



em varias partes da cabeca e do pescoco. A perda da funcédo de genes supressores
de tumor com a perda alélica da origem a tumores na faringe e da laringe, enquanto
que a perda de funcdo, devido a metilacdo das regides promotoras desses genes
esta relacionada com a carcinogénese na cavidade oral (47).

Além das diferencas encontradas entre a frequéncia de metilagcdo da regido
promotora do gene supressor de tumor pl6 em carcinomas de boca, de faringe e de
laringe, tumores de pacientes do sexo feminino apresentaram frequéncia de
metilacéo elevada em comparacdo com os tumores de pacientes do sexo masculino
(55).

O p16 tem sido detectado em mucosas normais e displasias de grau leve. Em
displasias de grau moderado a severo, a proteina foi detectada em poucos casos e
em carcinoma espinocelular ha rara ou nenhuma expressao (56). Diversos estudos
corroboram esses resultados, indicando que o pl6 se torna menos expresso a
medida que aumentam as células envolvidas na atividade tumoral, e que ha
correlacdo significativa entre a menor expressdo da proteina com estadio T mais
avancado, comparado com carcinomas precoces (23,48).

Utilizando esse raciocinio, a expressao alterada de CDK4 e p16 pode fornecer
evidéncias do potencial maligno de uma lesédo (56), e a superexpressao de pl6
pode ser considerada um marcador de prognostico favoravel, afetando o
comportamento clinico desses tumores (25,26,57).

Além dos tumores malignos, a inativacdo do gene do pl6 também tem sido
frequentemente reportada em lesGes bucais potencialmente malignas, sugerindo um
papel precoce importante desse gene no desenvolvimento do carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco (58,59). A inativacdo funcional da pRb pela
oncoproteina E7 seria a responsavel pela superexpressao da proteina pl6 em

lesdes potencialmente malignas (46,58).
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2.3  PAPILOMAVIRUS HUMANO E CARCINOGENESE

2.3.1 Caracteristicas do HPV

O HPV é um virus circular, de dupla hélice de DNA e com aproximadamente
55 nan6metros de diametro. Pertence a familia Papilomaviridae. O genoma viral,
constituido por aproximadamente 8.000 pares de bases em tamanho, codifica duas
proteinas regulatorias (dos genes “early” E1 e E2), 3 oncoproteinas (E5, E6 e E7) e
duas proteinas estruturais de capsideos (dos genes tardios L1 e L2). Seu material
genético é envolto por uma capsula proteica icosaédrica denominada capsideo, que
contém 72 capsomeros (10). Os HPVs séo epiteliotroficos, capazes de infectar a
pele e as mucosas em varios sitios corporais.

O ciclo de vida do HPV é complexo. Durante infec¢des iniciais, o DNA viral
estd presente como um episomo nuclear em um numero pequeno de copias na
camada basal do epitélio estratificado. O DNA do HPV é amplificado e encapsulado
na forma de particulas virais em células epiteliais terminalmente diferenciadas.

Dados recentes indicam que o estabelecimento da infeccdo inicial é
firmemente correlacionado com a progressdo do ciclo celular por meio da fase
mitética (16). A replicacdo do genoma do HPV requer a utilizacdo da maquinaria da
célula hospedeira para a sintese de DNA, e a codificacdo de proteinas pelo virus
mantém as células epiteliais diferenciadas em estado de replicacdo competente (15).

Mais de 100 tipos de HPV sdo conhecidos, e podem ser divididos entre
aqueles com predilecdo para infectar a pele e os com predilecdo por mucosas.
InfeccBes por HPV na mucosa sdo bem conhecidas por estarem associadas com o
espectro de doencas humanas desde papilomas benignos (ou verrugas) a
carcinomas invasivos, incluindo os de colo de atero, vulvar, vaginal, anal, peniano e
mais recentemente o carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (60).

Um pequeno grupo de HPVs esta associado a malignidade e relacionado a
guase todos os tipos de carcinoma de colo de Utero e um indice significativo de

carcinoma de trato anogenital e oral, descritos como HPV de alto risco (6,61).
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2.3.2 Associagcdo do HPV com o cancer

O papel das oncoproteinas dos HPV’s de alto risco (E5, E6 e E7) na
transformacgéo celular e manutencédo do fenétipo maligno foi primeiramente descrito
em canceres de colo de atero (7). Pelo menos 15 tipos de HPV de alto risco foram
identificados como base de associacdo com céancer (62). O HPV16 é o tipo mais
comum, encontrado em 87 a 90% dos canceres de orofaringe HPV positivos.

Embora alguns virus ja sejam causa estabelecida para diversos tipos de
cancer (como o virus Epstein-Barr para cancer de nasofaringe), uma associacéo
causal entre HPV e céancer de cabeca e pescoc¢o tem sido apresentada somente
recentemente (16,63).

Tumores HPV negativos sdo associados geralmente com usuarios pesados
de tabaco e élcool, e tumores HPV positivos 0 sdo com comportamento sexual, 0
gue é consistente com o0 meio predominantemente conhecido de transmissédo de
HPV (38).

A incidéncia de cancer com HPV relatado tem aumentado desde os anos 90
nos Estados Unidos e Europa Ocidental. Sugere-se que seja devido a habitos

sexuais, mas as razfes para este rapido aumento ainda ndo sao claras (6,12,34,64).

2.3.3 Malignizacao celular

Para que haja infec¢do pelo HPV, é necessario que ocorra a progressao da
fase mitética e a expressdo do gene “early”. Mais especificamente, o segmento
“‘early” da profase é a fase critica para a infeccao, determinado pela parada do ciclo
celular na fase G2/M utilizando a ciclina quinase dependente CDK 1(45).

As oncoproteinas E6 e E7 do HPV tem papel primordial na transformacao
celular e manutencéo do fenétipo maligno. A proteina E5 do HPV executa um
papel importante durante o curso inicial da infec¢ao ligando-se ao receptor para fator

de crescimento epidermal (EGFR). Entretanto, a sequencia de codificagdo E5 é
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frequentemente apagada do DNA viral episomal durante sua integracdo ao genoma
do hospedeiro, logo E5 pode ndo ser necessario para estigios tardios da
carcinogénese. O papel mais significante para a carcinogénese e manutencao do
fenotipo maligno é realizado por E6 e E7 (16).

A proteina E6 do HPV forma um complexo com uma ligase ubiquitina E3, a
proteina associada E6 (E6AP) e ubiquitina a proteina supressora de tumor p53. A
ubiquitinacdo causa rapida degradacdo do p53, 0 que resulta em desregulacdo dos
checkpoints do ciclo celular G1/S e G2/M, danos ao DNA e outros importantes stress
celulares levando a instabilidade genémica (16).

A proteina E7 se liga ao complexo ibiquitina ligase e ubiquitina a proteina
supressora de tumores retinoblastoma (Rb). De novo, a ubiquitinacdo induz
degradacédo da pRb resultando em descontrole da fase G1/S do ciclo celular. Na
auséncia da funcédo pRb, os fatores de trancricdo da familia E2F séo liberados e

ocorre a transcri¢cao dos genes da fase S, levando a proliferagdo celular (figura 2).
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Figura 2. Esquema da malignizacdo de queratinécitos induzida pelas oncoproteinas do HPV,
E6 e E7. (Chung & Gillison, 2009)

13



2.3.4 Perfil do paciente com cancer HPV-positivo

O HPV é considerado um grave problema de saude mundial, devido a sua
associacdo com cancer anogenital e oral (61). Um grande nimero de pesquisas
discute a conversdo maligna de carcinomas de cabeca e pescoco relacionados ao
HPV, os primeiros reportes datando de 1940 (65).

Embora o DNA genémico do HPV tenha sido detectado em cancer de cabega
e pescoco, seu papel etiolégico no desenvolvimento desse tipo de cancer tem
permanecido obscuro (9). Estudos recentes tém revelado um papel importante e
intrigante para o HPV em carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
(66,67,68), e as analises genéticas apontam para uma classe completamente
distinta de carcinoma (64,68,69,70).

Evidéncias estdo se acumulando que carcinomas espinocelular de orofaringe
gue abrigam proteinas oncogénicas do HPV séo biologicamente distintos e tém um
melhor prognostico (67,71,72). O conceito desse tipo de cancer "relacionado com o
HPV" deve ser sustentado pela ideia que as células com transformacdo maligna
abrigam HPV de alto risco e a expressao da proteina viral oncogénica apresenta
efeitos sobre as vias de sinalizacdo celular, promovendo a desregulacdo de
componentes do ciclo celular.

A maioria dos estudos sugerem que pacientes com esse tipo de tumor tem
um prognéstico melhor e alguns argumentam que uma abordagem terapéutica
ajustada € necessaria (8,16,69).

O perfil do paciente HPV-positivo difere do HPV-negativo em varios aspectos
significativos, incluindo o teor molecular do tumor, historia sexual do paciente,
auséncia de fatores de risco classicos e progndstico clinico (6,35,64,70,73).

Estudos recentes demonstram um importante papel para o HPV em
carcinomas de cabeca e pescoco (41). Para zur Hausen (6), em uma estimativa
conservadora, entre 25 a 30% dos canceres de orofaringe possivelmente seriam
causados por HPVs de alto risco pode estar préxima da realidade.

Acredita-se que o HPV associado ao carcinoma espinocelular de orofaringe é
um subtipo de carcinoma de cabeca e pesco¢o com um perfil clinico e prognéstico
distinto (70,71,74).
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2.3.5 Epidemiologia do carcinoma de cabeca e pescoc¢co HPV-positivo

Semelhante a canceres anogenitais, uma propor¢cado significativa de
carcinomas de orofaringe é causada por infeccdo por HPV sexualmente adquirida e
0 aumento desse tipo de céncer tem sido atribuido a mudanca de comportamento
sexual no Mundo Ocidental (35,38).

Por outro lado, a infeccdo pelo HPV em lesdes orais e carcinomas nao-
orofaringe sdo menos prevalentes do que se imaginava (17,39,75,76,77,78),
sugerindo que o HPV pode ndo desempenhar um papel importante nas lesdes orais,
embora a sua presenca ndo possa ser completamente excluida.

Relatorios sobre a prevaléncia do virus do papiloma humano em carcinoma
oral mostram resultados variados e a relacdo entre essas lesdes e o HPV ainda

permanece obscura (12).

2.4  ASSOCIACAO ENTRE p16 E HPV

Atualmente, ndo existe uma orientacdo geral sobre os biomarcadores mais
adequados para a avaliagcdo clinica de HPV em carcinomas espinocelulares de
cabeca e pescoco. Diversos marcadores prognosticos para HPV tém sido utilizados,
como expressao de EGFR, pl16, p53, PI3K, Akt, mMTOR e PTEN (26,79).

A proteina pl6 tem sido utilizada como um biomarcador para as células
infectadas por de HPV de alto risco (15), e sua superexpressao associada a um
marcador de triagem e substituto adequado para a presenca do HPV (24,80).

Trabalhos relatam que a proteina pode estar superexpressa em um ter¢co dos
pacientes com diagnéstico de cancer de cabeca e pescoco, associada ao HPV (34).
Estudos recentes de carcinoma da orofaringe relataram notavel correlagdo entre a
deteccdo do HPV integrado e superexpressao da proteina p16 nas células tumorais
(74).
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Estas descobertas levaram ao apelo para a substituicdo do o teste de HPV
pelo da expressdo de pl6 na pratica clinica. A justificativa para tal pratica é
impulsionada pela simplicidade, baixo custo, bem como a viabilidade da andlise
imuno-histoquimica. Pesquisas revelam, contudo, alguns pontos a serem
observados nesta analise: a natureza subjetiva da avaliacdo imuno-histoquimica, a
variedade de formas de expresséo de pl6 em carcinoma espinocelular de cabeca e
pescoco, e a falta de critérios de interpretacdo (23).

Por outro lado, diversos autores ndo encontraram associagdo entre a
superexpressao de pl6 e a presenca de HPV de alto risco (17,75,76) e né&o
consideram o p16 um preditor confiavel de positividade de HPV (57,81).

Para a classificacdo satisfatoria na pratica clinica, os autores sugerem que 0s
testes para deteccdo de HPV deve ser trabalhados de forma confiavel em células
fixadas ou tecido fresco. Ha evidéncias de que a deteccdo de HPV de alto risco
utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é insuficiente para classificar
corretamente os tumores. Estudos sugerem que a deteccdo da superexpressdo da
proteina pl6 por imuno-histoquimica pode ser usada como um marcador, que
associado a testes especificos subsequentes, indicaria a infeccdo por HPV
(19,23,24).

Um ponto crucial para a pesquisa de HPV em carcinoma de cabeca e
pescoco tem sido muitas vezes negligenciado, que é a falta de um ensaio
normalizado para a deteccdo de HPV (66,82). Isso resulta em uma variacao
consideravel na frequéncia de tumores positivos para HPV entre os estudos
relatados (11,25,34). Especialmente para testes baseados em PCR, por ser um teste
muito sensivel, pode haver a deteccdo do virus sem implicar necessariamente em
um envolvimento causal na carcinogénese. Por isso, muitos trabalhos sugerem uma

associacao de técnicas para refinar o diagnaostico (66).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo € avaliar a expressdo da proteina pl6, que atua na
via supressora de tumores, em lesdes de carcinoma espinocelular de cabeca e
pescoco dos pacientes do Hospital Universitario de Brasilia, DF, e sua correlacdo

com o Papilomavirus Humano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a correlacdo da expressao imuno-histoquimica do p16 e a presenca
do Papilomavirus Humano em carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco.

2. Verificar a relacdo da expressao imuno-histoquimica do p16 com os achados
clinicos e demogréficos dos pacientes.

3. Identificar a prevaléncia do HPV no carcinoma de cavidade oral e orofaringe

4. Comparar a expressdao do pl6 na regido do tumor, com a do epitélio
adjacente e do grupo controle.

5. Avaliar a intensidade de expressdo, as camadas celulares envolvidas e o

perfil de distribuicdo da p16 entre os grupos estudados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PACIENTES

As amostras de carcinoma espinocelular de cabegca e pescogo foram
selecionadas dos arquivos do Centro de Anatomia Patolégica do Hospital
Universitario da Universidade de Brasilia (HUB). O material utilizado foi oriundo dos
tecidos removidos por bidpsias incisionais e excisionais, fixados em formol a 10% e
emblocados em parafina. O critério de inclusdo para o estudo foi a revisdo
histopatologica para confirmagdo diagnostica do tumor. Foram constituidos trés
grupos de estudo: carcinoma espinocelular de boca, carcinoma espinocelular de
orofaringe e hiperplasia fibrosa (grupo controle). As amostras foram analisadas por
trés patologistas, e classificadas conforme as seguintes caracteristicas: padréo de
diferenciacdo (bem, moderado ou pouco diferenciado), morfologia basaléide e
morfologia queratinizante. A classificagdo obedeceu aos critérios propostos pela
OMS para tumores em cavidade oral (5,30). O grupo controle foi constituido por
amostras com perfil hiperplasico nao inflamatorio.

As variaveis clinicas e demograficas dos pacientes em estudo (idade do
paciente no momento do diagnostico, género, consumo de alcool e exposicdo ao
cigarro) foram obtidas de arquivos meédicos. A localizagdo do tumor e seu
estadiamento foram determinados em revisdes de relatos operatorios, exames de
imagem e histopatoldgicos. O estadiamento foi baseado na Classificacdo TNM — 6°
edicdo (31).

4.2 EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DO p16

A andlise imunohistoquimica para expressao de p16 foi realizada em sec¢des
de 5um de tecidos de biopsias, preparados por fixacdo em formalina e inseridos em

parafina, utilizando o CINtec® Histology Kit (MTM laboratories AG, Heidelberg,
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Germany). O CINtec® Histology Kit € baseado na utilizacdo de um anticorpo
monoclonal de rato (clone 6EH4) direcionado contra a proteina humana p16™2,

As seccgOes dos cortes foram montadas em laminas silanizadas, permitindo
uma melhor aderéncia do tecido. Antes da eliminag&o da parafina, as laminas foram
colocadas em um forno de secagem a uma temperatura de 60 °C durante 20
minutos para eliminar a 4gua, aumentar a aderéncia do tecido ao cristal da lamina e
derreter a parafina. A seguir, as laminas de tecido foram desparafinizadas em xilol
para eliminar o meio de inclusdo e reidratadas em cadeia descendente de etanol,
sendo dois banhos em etanol absoluto, dois banhos em etanol 95% e um banho em
etanol 79% (dois minutos para cada banho). Em seguida, as laminas foram lavadas
em agua destilada por 5 minutos.

A seguir, foi realizado o tratamento de recuperacdo por calor do epitopo. O
método de recuperacédo requer o aquecimento dos cortes de tecidos montados em
laminas, imersas em uma solucao de recuperacao do epitopo em um banho-maria a
uma temperatura de 95 — 99 °C. Apds, é aplicado o reagente de bloqueio da
peroxidase durante 5 minutos. Em seguida, anticorpo primario ou reativo de controle
negativo é aplicado também por 30 minutos. Por fim, aplica-se o reativo de
visualizacdo e o cromégeno (DAB) por 30 minutos cada. Foram utilizados controles
negativo (omitindo o anticorpo primario) e positivo (carcinoma de colo de utero,
conhecidamente positivo para pl6). A descricdo detalhada da técnica imuno-
histoquimica utilizada encontra-se no Apéndice desta dissertacao.

Para visualizar o resultado final, realizou-se a contra-coloracdo dos cortes em
hematoxilina e a montagem das laminas. A interpretacdo das laminas coradas para
p16™**? foi realizada juntamente com as laminas coradas com hematoxilina e
eosina, preparadas para a peca do mesmo tecido.

O padrao de expressdo da proteina foi analisado na area do tumor e em
epitélio adjacente, e classificado de acordo com sua intensidade e distribuicéo,
conforme um escore elaborado (19,83), descrito da seguinte maneira: intensidade 0
(auséncia de coloracao), intensidade 1 nos casos em que houve coloracdo de
menos de 10% das células; intensidade 2, de 10 até 30% das células, intensidade 3
de 30 a 70% das células, e intensidade 4, mais de 70% das células coradas. Foram
consideradas tanto marcacdes nucleares quanto citoplasmaticas. A distribuicao foi
classificada em esparsa, focal ou uniforme. Foram analisadas também as camadas

do epitélio onde houve predominio da marcacéao do p1l6.
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A intensidade de coloragéo, distribuicdo e camadas de células marcadas para
pl6 no tumor, em epitélio adjacente e no grupo controle foram avaliadas por uma
junta de trés patologistas e classificada de acordo com a escala descrita
anteriormente.

As fotos dos cortes foram realizadas utilizando o microscopio Zeiss-Axio
IMAGE, Vision LE.

4.3  EXTRACAO DE DNA

Os fragmentos dos tecidos dos blocos de parafina foram cortados em
micrétomo em secgdes de 12um foram desparafinizados com xilol (1ml), misturados
por vortex e centrifugados a velocidade maxima (13.200 rpm) por 2 minutos a
temperatura amibente. A seguir, receberam banhos de etanol (96 a 100%)
centrifugados por 2 minutos e tiveram todo o sobrenadante removido. Para a
extracdo do DNA, foi utilizado o Kit da Qiagen - QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit
(Qiagen ,Valencia, CA, USA), seguindo as instru¢des dos fabricantes.

O pellet foi ressuspendido em tampédo ATL (fornecido pelo fabricante) e
misturado a proteinase K, sendo incubado a 56°C por uma hora e 90°C por mais
uma hora. A incubacao tem a funcéo de reverter a modificacdo dos acidos nucleicos
pelo formaldeido. A seguir, o lisado passou por uma sequéncia de diluicdes em
solucbes tampéao (AL, AWI1,AW2, ATE), até a completa extracdo do material
genético. A descricdo detalhada da técnica para extracdo de DNA utilizada encontra-
se no Apéndice desta dissertacao.

As amostras obtidas foram armazenadas em tubos eppendorf e mantidas em
refrigeracao (-20°C) até a realizacdo da quantificacdo. O DNA extraido foi diluido em
140uL de 4gua destilada e quantificado por meio de leitura em um espectrofotémetro
(UV-1601, Shimadzu Corporation, JP) a 260nm. A férmula utilizada para o célculo

foi:

[ ug/pl ] = Absorbancia a 260 nm x fator de diluicdo x 50 x 10
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4.4 REACAO DE POLIMERIZACAO EM CADEIA PARA DETECCAO DO HPV

A seguir, o DNA foi submetido a reacdo de polimerase em cadeia (Nested
PCR) utilizando os primer PGMY09/11 e GP5+/6+, que abrangem ~450bp da regido
L1 da maioria dos tipos de HPV (12,84). Estes primers foram redesenhados a partir
dos primers consenso MY09 e MY11 para aumentar a sensibilidade de amplificacao
de um espectro de tipos virais.

Tabela 1. Reagentes utilizados para PCR.

CICLO PGMY CICLO GP5+/GP6+

5,0 uL de DNA 5,0 uL do produto do PCR anterior
7,2 uL PGMY 11/09 (cada primer) 2,5 uL de GP5+, 2,5 uL de GP6+
1,0 pL de MgCI2 3,0 pL de MgClI2

0,2 yuL de dNTPs 1,0 uL de dNTPs

0,2 uL de Taq 0,3 uL de Tag

2,5uL de Tp 25uLde Tp

8,9 uL de H,O 8,2 uL de H,O

O volume final obtido para todas as amostras foi de 25 pl. Durante cada PCR
executado todas as amostras foram testadas juntamente com um controle negativo

(dgua). O conjunto de primers PGMYQ09/11 esta descrito na tabela a seguir:
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Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores

Iniciador* Seqiiéncia (5’-3’) Fragmento (pb)
PGMY11A GCACAGGGACATAACAATGG

PGMY11B GCGCAGGGCCACAATAATGG

PGMY11C GCACAGGGACATAATAATGG

PGMY11D GCCCAGGGCCACAACAATGG

PGMY11E GCTCAGGGTTTAAACAATGG 450
PGMYOQ9F CGTCCCAAAGGAAACTGATC

PGMYO09G CGACCTAAAGGAAACTGATC

PGMYOQO9H CGTCCAAAAGGAAACTGATC

PGMYO09la GCCAAGGGGAAACTGATC

PGMY09J CGTCCCAAAGGATACTGATC

PGMY09K CGTCCAAGGGGATACTGATC

PGMYQ9L CGACCTAAAGGGAATTGATC

PGMYOQO9M CGACCTAGTGGAAATTGATC

PGMYOSN CGACCAAGGGGATATTGATC

PGMY09Pa GCCCAACGGAAACTGATC

PGMY09Q CGACCCAAGGGAAACTGGTC

PGMYOQO9R CGTCCTAAAGGAAACTGGTC

HMBO1b GCGACCCAATGCAAATTGGT 450
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC

GP6+ GAAAAATAAACTTGTAAATCATATTC 150

* Invitrogen Life Technologies®, Brasil.

A termociclagem consistiu na seguinte sequéncia: desnaturacdo inicial a
95 °C durante 2 min, seguido por 40 ciclos de 95 ° C durante 40 seg, 55 ° C durante
40 seg e 72 ° C durante 40 seg. O periodo de extenséo final foi de 5 min a 72 ° C.
Para os primers GP5 + / GP6 + a sequéncia empregada foi: desnaturacao inicial a
94 ° C durante 4 min, seguido por 40 ciclos de 94 ° C durante 1 min, 40 ° C durante
1 min e 72 ° C durante 1 min, seguido por um periodo de extenséo final de 7 min a
72 ° C (85). Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese num gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio e observado sob luz ultravioleta (UV).

Os controles negativos compreenderam um tubo com agua em vez de DNA (22). Os
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géis agarose foram examinados quanto a presenca ou auséncia de um fragmento

amplificado de tamanho adequado, empregando uma classificacéo binaria.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram estudados e comparados nos diferentes grupos de pacientes
usando o teste do qui-quadrado de independéncia, apds um consenso entre 0s trés
patologistas para uma categorizacdo dicotdmica dos tumores como positivo ou
negativo para pl6, graus de diferenciagdo e morfologia. A distribuicdo (média,
frequéncia e percentagem) de variaveis relevantes disponiveis no estudo foram
descritas para pl6 (area do tumor e epitélio adjacente) e status do HPV. As
diferencas foram testadas pelo teste Binomial Exato para proporcdes, com ajuste
para a idade de diagnostico, sexo, consumo de alcool, tabagismo e estadiamento do
tumor. Todos os testes estatisticos foram efetuados com intervalos de confianca de

95%. O programa utilizado foi o0 SPSS verséao 19.0.

4.6 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude - Universidade de Brasilia (Protocolo CEP/FS numero 086/10),

conforme ANEXO 1.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS

A amostra total compreendeu 20 casos de carcinoma espinocelular de boca e
14 de orofaringe. Os resultados encontrados mostram uma média de idade para
diagnéstico do cancer de 54,2 anos. O género de maior incidéncia do carcinoma foi
o masculino, correspondendo a aproximadamente 68% da amostra (23/34).
Consumo de alcool foi relatado por 18/34 pacientes com cancer, e o habito de fumar,
por 24/34. O grupo controle exibiu apenas um paciente fumante e um etilista. Dados
relativos ao género do paciente, habito de fumar e etilismo foram considerados
significantes quando comparados ao grupo controle, conforme demonstrado na
tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos pacientes conforme variaveis clinicas analisadas, comparados ao

grupo controle.

Caracteristica Cancer Grupo Controle p-valor

Género

Masculino 23 3

Feminino 11 7 0,0001*
Idade

<50 anos 13 4

=50 anos 21 6 0,296
Fumante 23 1 0,0001*
Etilista 18 1 0,0001*

* Variavel significante a um nivel de significancia de 5% e intervalo de confian¢ca de 95%.

Com relacéo a localizacdo da leséo, dos 20 casos de carcinoma espinocelular
de boca, 40,9% foram localizados em lingua, 31,8% em assoalho de boca e 27,3%
em gengiva. Lingua e assoalho representaram a maioria das lesdes encontradas,

sendo que dois casos apresentavam lesdo nos dois sitios. A tabela 4 mostra a
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distribuicdo das lesGes de boca estudadas, de acordo com a sub-localizac&o

anatdbmica, conforme Classificacdo de tumores malignos (31).

Tabela 4. Distribuicdo dos casos de carcinoma de boca, por sitios anatémicos.
Localizacéo n (%)

Mucosa oral 0 (0)

Gengiva 6 (27,3)

Palato duro 0 (0)

Lingua 9 (40,9)

Assoalho de boca 7 (31,8)

Para avaliar a localizacdo da lesdo em orofaringe, adotou-se a Classificacao

de tumores malignos para sub-localizagédo anatémica em orofaringe (31), conforme

descrito:

1. Parede anterior (area glosso-epiglotica)
(i) Base da lingua (posterior as papilas valadas ou terco posterior)
(i) Valécula
2. Parede lateral
(i) Amigdala
(i) Fossa amigdaliana e pilar amigdaliano
(iif) Prega glossopalatina (pilares amigdalianos)
3. Parede posterior
4. Parede superior
(i) Superficie inferior do palato mole
(ii) Uvula

Os casos de orofaringe tiveram como localizacdo predominante a parede

superior, que compreende a superficie inferior do palato mole e Uvula (47% dos

casos), seguido pela parede lateral (amigdala, fossa e pilares amigdalianos), com

35,3%

Ccasos,

dos casos, e parede anterior (base de lingua), representando 17,7% dos

como pode ser observado na tabela 5.
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Tabela 5. Distribuicdo dos casos de carcinoma de orofaringe, por sitios anatdmicos.

Localizagéo n (%)
Parede anterior 3 (17,7)
Parede lateral 6 (35,3)
Parede posterior 0 (0)
Parede superior 8 (47)

Todos os casos em parede anterior foram localizados em base de lingua. Dos
casos de parede lateral, cinco tiveram localizagdo em pilar amigdaliano e um em
amigdala (tonsila). Todos os casos de parede superior foram localizados em palato
mole.

O estadiamento de todos os casos de carcinoma de boca e orofaringe
avaliados, indicado na tabela 6, mostrou que a maioria apresentava-se em um nivel

mais evoluido da doencga (59% nos estagios Il e V).

Tabela 6. Estadiamento de acordo com classificacdo TNM, para carcinoma de boca e

orofaringe.

Estadiamento n (%)
-1l 2 (6)
-1V 20 (59)
Desconhecido 12 (35)

26



5.2 PADROES HISTOPATOLOGICOS

Os carcinomas de boca apresentaram-se bem diferenciados em 14 dos 20
pacientes avaliados. J4 nos casos de orofaringe, os pacientes foram distribuidos
guase igualitariamente entre as classificacdes pobre (cinco casos), moderadamente
(cinco casos) e bem diferenciado (quatro casos).

Nenhum caso de carcinoma de boca apresentou morfologia basaléide, e
apenas um caso de carcinoma de orofaringe exibiu esta caracteristica. 22 dos 34
pacientes apresentaram morfologia queratinizante do tumor, sendo 14 em

carcinomas de boca e 8 em carcinomas de orofaringe.

5.3 EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DO p16

Os carcinomas com marcacao positiva para pl6 tiveram relacao significante
guando associados ao género do paciente, sendo predominantemente negativos em
pacientes do género masculino (79% dos casos) e predominantemente positivos em
pacientes do género feminino (60% dos casos). Ndo houve correlacdo estatistica
entre a marcacdo para o pl6 e os achados clinicos para os fatores de risco
estudados (alcoolismo e tabagismo). O estadiamento clinico dos carcinomas
também nédo apresentou relacdo com a expressdao do pl6. Nenhum caso foi
associado ao HPV, pois todas as amostras estudadas foram negativas para a
presenca do DNA viral. Os resultados detalhados podem ser observados na tabela

7, a seqguir.

27



Tabela 7. Perfil clinico-demogréfico e associacdo com a presenca da proteina p16.

Caracteristicas Boca (20) Orofaringe (14) Todos (34)
Clinicas pl6- pl6+ pl6- pl6+ pl6- pl6+ p-valor
Idade do
Diagndstico

Média 54,4 53 56,44 55,4 55,08 54,2

<50 anos 5 2 0 1 5 3

>50 anos 10 3 9 4 19 7 0,566
Género

Masculino 11 2 8 2 19 4

Feminino 4 3 1 3 5 6 0,026*
Etilista 11 1 4 2 15 3 0,112
Fumante 11 1 4 2 15 3 0,315
Estagio do Tumor

T1-T2 0 2 1 8

T3-T4 4 2 5 2 9 4

Tx 3 2 0,264
Linfonodos

NO 0 0 0 2 0 2

N1-N2 4 3 7 1 11 4

N3 4 0 0 0 0

NX 7 2 2 2 4 0,132
Metéastases

MO 3 0 1

M1

Mx 11 4 4 4 15 8 0,606
Estadiamento

Il 1 0 0 1 1

n-1v 9 2 7 2 16 4

Unknown 5 3 2 2 7 5 0,345

O carcinoma espinocelular de orofaringe que apresentou morfologia basaléide
nao apresentou imuno-expressao para o pl6 (figura 3). A morfologia queratinizante
foi predominante nos carcinomas de boca (70% dos casos) e orofaringe (57% da

amostra). O pl6 apresentou superexpressdo em quatro dos 14 casos com
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morfologia queratinizante em carcinoma de boca (figura 4) e cinco dois oito casos
com morfologia queratinizante em carcinoma de orofaringe. Os casos com auséncia
de expressdo imuno-histoquimica para o pl6 tiveram relacdo estatisticamente
significante quando associados a caracteristica queratinizante do tumor. Os casos
analisados que ndo apresentaram morfologia basaléide ou queratinizante foram
excluidos da andlise estatistica dessas variaveis, e corresponderam a 11 pacientes
da amostra. A tabela 8 explicita as caracteristicas histopatolégicas e sua relacéo
com o p16.

Tabela 8. Caracteristicas histopatoldgicas e associagdo com a presenca da proteina p16.

Caracteristicas Boca Orofaringe Todos
Histopatoldgicas (n=20) (n=14) (n=34)
pl6é- pl6+ pl6- pl6+ pl6- pl6+ p-valor

Diferenciacao

Histoldgica

Pobre 2 0 5 0 7

Moderada 3 1 2 3 5

Bem 10 4 2 2 12 6 0,133
Morfologia
Basaloide 0 0 1 0 1 0 0,512
Morfologia
Queratinizante 10 4 3 5 13 9 0,046*
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Figura 3. Morfologia dos carcinomas de cabeca e pescoco e expressdo de pl6.

(A) Palato mole - Carcinoma de orofaringe com caracteristica basaldide HE 400x.
(B) Palato mole - Auséncia de expressao imuno-histoquimica do p16 (p16, 400x).
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Figura 4. Morfologia dos carcinomas de cabeca e pescogo e expressado de pl6.
(A) Assoalho de boca - Aspecto queratinizante em carcinoma espinocelular com
formacdo de pérolas corneas (HE, 200x). (B) Assoalho de boca - expressao
imuno-histoquimica de p16 (p16, 200x).
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A avaliacdo imuno-histoquimica de pl6 foi positiva em 25% dos casos de
carcinoma de boca (tabela 9). O grupo controle exibiu 30% de casos positivos, e 0
epitélio adjacente ao carcinoma, 38,5%. N&o houve diferenca estatisticamente
significante entre a propor¢cdo de pl6 positivo nos carcinomas de boca e a
encontrada no grupo controle (p- valor=0,8084, [8,7%; 49,1%]). Também nao foi
encontrada diferenca entre a regido do epitélio adjacente e o grupo controle (p-
valor= 0,5482, [13,8%; 68,4%]), bem como entre a regido do carcinoma invasivo e 0
epitélio adjacente  (p-valor=0,2565,[6,7%:;65,2%)]).

Tabela 9. Expressédo de pl6 em carcinoma espinocelular de boca (carcinoma invasivo e

epitélio adjacente), e grupo controle.

Padréao Carcinoma Epitélio Adjacente Grupo Controle
Imuno-histoquimico (%) (%) (%)
Negativo 75 61,5 70
Positivo 25 38,5 30
Total 100 100 100

W Presente

M Ausente

Carcinoma Epitélio Adjacente Grupe Controle

Figura 5. Expressdo imuno-histoquimica do p16 em carcinoma de boca
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Entre os casos de carcinoma de orofaringe, a avaliagdo imuno-histoquimica
mostrou positividade para o p16 em 35,7% das amostras estudadas (figura 8). Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre a propor¢cédo de pl6 presente no
grupo de carcinoma de orofaringe (regido do carcinoma invasivo) e a encontrada no
grupo controle (p- valor=0,771, [12,7%; 64,9%]). Também n&o foi encontrada
diferenca entre a regido do epitélio adjacente e o grupo controle (p-valor= 0,2565,
[6,7%; 65,2%]), bem como entre a regido do tumor e o epitélio adjacente (p-valor=
0,595, [6,7%; 65,2%]).

Tabela 10. Expressdo de pl6 em carcinoma espinocelular de orofaringe (regido do
carcinoma invasivo e do epitélio adjacente), e grupo controle.

Padréao Carcinoma Epitélio Adjacente Grupo Controle
Imuno-histoquimico (%) (%) (%)
Ausente 64,3 54,5 70
Presente 35,7 45,5 30
Total 100 100 100

M Presente

M Ausente

Carcinoma Epitélio Adjacente Grupo Controle

Figura 6. Expressdo imuno-histoquimica do p16 em carcinoma de orofaringe
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Figura 7. Carcinoma espinocelular de boca e expressdo do pl6. (A) Boca -
Carcinoma espinocelular bem diferenciado de gengiva (HE, 400x). (B) Boca -
Imunoexpressdo da proteina pl16, com distribuicdo uniforme na regido do tumor
(p16, 400x).
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Figura 8. Carcinoma espinocelular de orofaringe e expressédo do pl6. (A) Parede
lateral de orofaringe - Carcinoma espinocelular bem diferenciado (HE, 200x). (B)
Parede lateral de orofaringe - Coloragdo imuno-histoquimica, evidenciando
expressdo do pl16 com distribui¢cdo uniforme (p16, 200x).
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O padrdo de coloragdo imuno-histoquimica predominante em todas as
amostras em regido do carcinoma invasivo foi 1-2, que corresponde a uma
marcacao de até 30% em epitélio (3 de 5 casos em boca e orofaringe e 3 de 3 casos
grupo controle). Apenas um caso de carcinoma de boca e um de orofaringe
marcaram mais de 70% (padrao 4), e esta marcacdo se deu na regidao do carcinoma
invasivo das duas amostras.

Para a regido de epitélio adjacente, houve marcacdo em 5 de 13 casos em
carcinoma de boca e 5 de 11 casos em orofaringe. Nem todos os casos estudados
apresentaram epitélio adjacente para avaliacdo histolégica, pois algumas bidpsias
eram incisionais, contendo apenas a area do carcinoma invasivo. Nao houve
diferenca estatistica entre a proporcao de pl6 encontrada no epitélio adjacente a
regido da leséo (38,5%) e o grupo controle (30%), p-valor=0,5482.

Tabela 11. Caracteristicas histopatologicas e associacdo com a presenca da proteina pl6

para cancer de boca, cancer de orofaringe e grupo controle.

Céancer Boca Cancer Orofaringe
Carcinoma Epitélio Carcinoma Epitélio Grupo
Adjacente Adjacente Controle
p 16
Ausente 15 8 9 6 7
Presente
N&o avaliado 7 0 4
Marcacao
0 15 5 9 6 7
1 1 5 2 2 2
2 2 3 1 2 1
3 1 0 1 1 0
4 1 0 1 0 0
Distribuicao
Esparsa 2 0 0
Focal
Uniforme 3 1 2 2
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Figura 9. Padrdes de expressdo imuno-histoquimica do pl6 nas areas de
invasdo do carcinoma invasivo e epitélio adjacente. (A) Lingua — Carcinoma
de boca pl16 positivo. (B) Lingua — Regido de epitélio adjacente a lesdo com
marcagdo de pl6é nas camadas basal e suprabasal sendo a distribuicdo
uniforme (p16, 200x em A, 400x em B)
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Figura 10. Padroes de expressdo imuno-histoquimica do pl6 nas areas de
invasdo do carcinoma invasivo e epitélio adjacente. (A) Palato mole - Carcinoma
de orofaringe com expressdo negativa do p16. (B) Palato mole - Regido do
epitélio adjacente com expressédo do pl6 em até 10% das células, com padréo
focal de distribuicdo e marcacao citoplasmatica.
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A distribuicdo do pl16 foi esparsa em todos os casos do grupo controle. Para
os casos de carcinoma de boca, as areas de carcinoma invasivo e epitélio adjacente
exibiram distribuicdo esparsa (2 de 5 casos e 3 de 8 casos, respectivamente) ou
uniforme na regido do tumor (3 de 5 casos), e focal em epitélio adjacente (4 de 8
casos). Ja nos carcinomas de orofaringe a distribuicdo ocorreu de forma focal (3
casos) e uniforme (2 casos), tanto na regido do tumor quanto em epitélio adjacente.

As camadas basal e suprabasal exibiram maior marcacéo positiva para o pl16
na regido do epitélio adjacente (7/14 em boca e 5/11 em orofaringe).

5.2 QUANTIFICACAO DE DNA

ApoOs a avaliagdo imunohistoquimica, foi realizada a extragdo de DNA de
todos os casos. A quantidade de DNA encontrada variou de 0,005 a 1,1025ug/puL. O

rendimento médio de DNA encontrado foi de 0,262 pg/uL para todos os casos.

5.3 AVALIACAO DO HPV

Avaliacdo por PCR utilizando os primers PGMY 09/11 e GP5+/GP6+ foi
realizada em todas as amostras com DNA preservado. Em nenhum dos casos de
carcinoma de boca e orofaringe foi detectada a presenca do HPV. O grupo controle

também foi negativo para HPV para todos o0s casos.

Figura 11. Gel de PCR negativo para GP5+/6+ em casos de carcinoma de boca.
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6 DISCUSSAO

6.1 IMUNO-EXPRESSAO DO p16

A via p16™<*@

€ reconhecida como um passo inicial na progressao do cancer
(15,47). Além disso, 0 gene supressor de tumor pl6 é considerado um marcador
molecular para diagnéstico e prognéstico para carcinomas de cabeca e pescoc¢o. Os
resultados para expressdo do p16™*** em carcinoma de boca e orofaringe
apresentam resultados variados, mostrando tanto super quanto subexpressao
(23,24,27,50,58,83,86).

Neste trabalho, a expressado do pl6 observada nos casos de carcinoma foi
sempre menor quando comparada com o grupo controle. Apesar da diferenca
observada, os resultados encontrados nédo apontam evidéncia estatistica a um nivel
de significancia de 5% entre a expresséo de p1l6 em cancer de boca e orofaringe e o
grupo controle. Em consulta a literatura, diversos trabalhos corroboram nosso
resultado, mostrando a auséncia deste gene supressor de tumor em céancer de
cabeca e pescoco (87,88,89), o que pode indicar sua inativacdo nas etapas finais da
carcinogénese.

Analisando as variaveis demograficas, observou-se que ndo houve diferencas
entre 0s grupos pl6 negativo e pl16 positivo em relacdo a idade (maiores ou iguais a
50 anos e menores de 50 anos). No entanto, observamos que o pl6 se apresentou
mais expresso em pacientes do género feminino, o que evidenciou uma diferenca
estatisticamente significativa entre os casos pl6 positivo, no que se refere a variavel
sexo.

Na avaliacdo das variaveis clinicas, verificamos que a maioria dos pacientes
tabagistas e etilistas mostrou auséncia na expressao de pl6, porém ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Também néao foi encontrada
associacao entre o pl6 e o grau de diferenciacao histolégico do tumor, o que ratifica
alguns estudos (76).

Outro achado importante foi a relacdo entre a morfologia queratinizante e a

auséncia de expressado da proteina pl6, resultado considerado significante neste
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trabalho. Muitos trabalhos evidenciam uma associagao importante entre a morfologia
basaldide, super expressédo de p16 e presenca de HPV em carcinomas de cabeca e
pescoco (90,91). Dentre a amostra estudada, apenas um caso apresentou
morfologia basal6ide, o que poderia explicar o baixo numero de casos com
expressao positiva para pl6. Thavaraj et al. (74) encontraram alta expresséo de pl16
nos carcinoma de tonsila, que apresentam morfologia predominantemente
basaloide.

A regido do epitélio adjacente as areas tumorais apresentou maior expressao
de p16 em comparacdo com a area do tumor, o que indica que o epitélio adjacente
pode representar um marcador significativo para reconhecer a evolugdo de uma
lesdo maligna, e que a expressao das proteinas do ciclo celular neste epitélio podem
representar marcadores importantes para reconhecer o inicio e a evolucdo do
carcinoma (86).

Em relacdo a expressao de pl6 na regido de epitélio adjacente ao carcinoma
invasivo, correspondendo as margens tumorais, a marcacao para pl6 foi observada
em maior quantidade quando comparada ao grupo controle. As camadas celulares
onde houve maior expressao da proteina foram as camadas basal e suprabasal.
Esse fato pode estar relacionado a alteracdes celulares nestas regides, que levariam
a superexpressao desta proteina.

Ja na regido do tumor propriamente dita, a expressdo do pl6 foi sempre
menor quando comparada ao epitélio adjacente, sendo mais expresso entre
pacientes com diagndstico de carcinoma espinocelular em orofaringe, porém néao
apresentou diferenca estatisticamente significante entre as sub-localizacoes

anatbmicas.

6.2 pl6 E A PRESENCA DO HPV

Enquanto alguns trabalhos mostram resultados com associacéo positiva entre
superexpressado de pl6 e presenca de HPV em casos de carcinoma de cabeca e
pescoco, com especial énfase aos localizados em orofaringe (9,74,58), outros

mostram pouca ou nenhuma associacgéao (75,83).
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A relacdo descrita entre a superexpressao de p16 e a presenca de HPV nao
foi encontrada neste trabalho, pois nenhum caso foi HPV-positivo. Assim como de
Spindula-Filho et al. (17), concordamos que exista um viés de publicacdo, com a
preponderancia de resultados com achados positivos.

Alguns estudos levantam a hipotese que a superexpressao do pl6 possa ser
utilizada como um marcador para a infeccdo por HPV para casos de carcinoma,
como o de tonsila (74,92,93), embora outros autores sugiram que a relacdo entre
infeccdo pelo HPV e positividade para plé sdao menores do que previamente
descritas (17,75,94,95).

6.3 HPV E CARCINOGENESE EM CABECA E PESCOCO

A prevaléncia de infecgéo por HPV em carcinoma de boca e orofaringe e seu
papel na patogénese dessas lesbes € tema de varios estudos que mostram
resultados inconsistentes, com variacdes entre 0 a 100% (58).

Os resultados discrepantes podem ser explicados pelas caracteristicas
epidemiologicas dos pacientes estudados (39,96) e diferentes metodologias
utilizadas, principalmente quanto a técnica de deteccédo do virus (19,20,69,84,97).
Outro fator que pode explicar a amplitude da prevaléncia do HPV é o tipo de material
utilizado, pois trabalhos demonstram que a deteccdo do HPV em material fresco é
maior quando comparada com material emblocado em parafina (98).

A hipotese formulada para a pesquisa foi de que o HPV teria um papel na
promocao dos tumores de cabeca e pescoco, com maior prevaléncia em carcinomas
de orofaringe. No entanto, nenhuma correlacdo com HPV foi estabelecida em nosso
trabalho, uma vez que todas as amostras foram negativas para o virus. Com base
nessa afirmacdo, podemos sugerir que o HPV ndo desempenharia um papel
importante na carcinogénese das lesdes bucais, embora a sua presen¢a hao possa

ser completamente descartada (41,77).
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6.4 HPV E VARIAVEIS CLINICO-DEMOGRAFICAS

Com relacdo a localizagdo anatdbmica do tumor, a maioria dos casos de
carcinoma de orofaringe deste estudo (64%) teve sua localizagdo em palato mole e
0s sitios anatdbmicos de maior ocorréncia das lesdes em boca foram lingua e
assoalho (80%), resultados também encontrados por outros autores (95).

Em diversos relatos, a orofaringe é a localizacdo com maior prevaléncia de
HPV em carcinoma de cabeca e pescoc¢o, sendo a tonsila, especificamente, o local
mais acometido pelo virus (35,74,9399,100).

Neste estudo apenas um paciente apresentou carcinoma de tonsila e essa
poderia ser a explicacdo da auséncia de resultados positivos para o virus HPV em
orofaringe. A maioria dos estudos tende a avaliar as paredes lateral e posterior de
orofaringe, ao invés das paredes anterior (Que compreende base de lingua e
valécula) e superior (palato mole), sendo o palato mole um subsitio ainda pouco
estudado para carcinoma de orofaringe.

Além disso, o alto indice de paciente fumantes na amostra (70%) corrobora o
fato de que este seja, ainda, o principal fator de risco para o cancer de boca e
orofaringe. Ribeiro et al. (41) encontraram correlacdo entre pacientes fumantes e
tumores HPV-negativos. Um possivel mecanismo para explicar esta interacdo seria
a atuacao do cigarro em outras vias da carcinogénese, diferentes de p53 e pRb.

A baixa prevaléncia de HPV em estagio clinico avancado é relatada por
alguns autores (8,20,40,101,102), que afirmam que tumores de estadiamento clinico
[l e IV sdo menos infectados pelo HPV. Os resultados obtidos por este trabalho
concordam com esta casuistica, pois a maioria dos pacientes (59%) possuia

estadiamento clinico avancgado (Il e IV) e foram negativos para HPV.

43



6.5 METODOS DE DIAGNOSTICO DO HPV

Para avaliar o HPV, utilizamos o Nested PCR, que € um método utilizado para
deteccdo do HPV devido a sua alta sensibilidade (61,69), por utilizar 2 grupos de
primers. O PGMY09/11 tem se mostrado um exame com bastante confiabilidade
(84,85,97) quando utilizado para avaliar a presenga de HPV em carcinomas de
cabeca e pescoco.

Entretanto, alguns fatores podem contribuir para a falha na realizacéo da PCR
com DNA extraido de material parafinado, como a presenca de substancias
inibidoras e principalmente a degradacéo do DNA (103), que pode ocorrer devido ao
tempo entre a remocéao ciruargica do tecido e a fixacao, ao tipo de fixacdo utilizada e
tempo de armazenamento da amostra.

A combinacédo de 2 testes: inicialmente a coloragdo imuno-histoquimica para
pl16, seguida pelo PCR para deteccdo do DNA do HPV nas amostras pl6 positivas
€ adotada por diversos trabalhos (23,24,58,69). Outro meétodo que apresenta
resultados satisfatorios na literatura € a hibridizacéo in situ para deteccdo de E6 e
E7 (104). Este trabalho adotou a combina¢do da imuno-histoquimica para p16 com a
posterior extracdo de DNA do HPV, e embora alguns casos apresentassem

superexpressao do p16, o HPV nao foi detectado em nenhuma amostra.
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CONCLUSAO

N&o houve relacéo entre a expressao de pl6 e a presenca do HPV, pois todos os
casos estudados foram negativos para a presenca do virus.

. A auséncia de expressao do pl6 teve relacdo com o género masculino e a
morfologia queratinizante.

N&o houve relacdo entre a presenca de pl6 e os fatores de risco estudados
(&@lcool e cigarro).

. O pl6 teve baixa expressao em carcinoma de cabeca e pesco¢o, comparado ao
grupo controle e epitélio adjacente, porém sem diferenca estatistica significante.

. O padrdo de expressdo de pl6 foi semelhante para os casos de carcinoma

espinocelular em boca e orofaringe.
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APENDICE 1 - DADOS DOS PACIENTES AVALIADOS

Tabela 12. Dados dos pacientes - Grupo Controle

Avaliacéo p16 PCR | Quantificacdo
Paciente | Género | Fumante | Etilista | Localizagdo | Presengca | Intensidade | Distribuicdo | Células | HPV DNA
1 Fem N.A. + Palato + 3 Esparsa B, Sh — 0,1075
2 Masc N.A. N.A. Gengiva - — — — — 0,0075
3 Fem N.A. N.A. Gengiva — — — — — 0,2275
4 Fem — — Gengiva — — — — — 0,3625
5 Fem N.A. N.A. | Assoalho + 2 Esparsa B — 0,5125
6 Masc N.A. N.A. Mucosa + 2 Esparsa B — 0,1275
7 Fem N.A. N.A. Gengiva — — — — — 0,095
8 Fem N.A. N.A. Gengiva — - - - — 0,1375
9 Masc N.A. N.A. Mucosa — — — — — 0,215
10 Fem + — Gengiva — — — — — 0,1075

N.A.: dado ndo avaliado (auséncia de informacdes no prontuario)

Intensidade: 1 (até 10%), 2 (10-30%), 3 (30-70%), 4 (mais de 70%)

Células: B (Basal), Sb (Supra-basal), Sf (Superficial)



Tabela 13. Dados dos pacientes — Carcinoma Espinocelular de Boca

Idade Estagio do PCR Quantificacao
Paciente | Género Diagndstico Fumante | Etilista | Localizagdo* | T | N | M Tumor HPV DNA
1 Fem 67 + + Gengiva 312 [X IVA — 0,195
2 Masc 68 + + Lingua 413 | X IVB — 0,1775
3 Masc 50 + + Lingua 3| X | X I — 0,25
4 Masc 48 N.A. + Lingua 4 |2b|0 IVA — 0,1975
5 Fem 56 + — Gengiva 312 |0 IVA — 0,005
6 Fem 54 N.A. N.A. Lingua 111 |1 IvC - 0,435
7 Masc 45 + + Assoalho 213 | X IVB — 0,37
8 Masc 56 N.A. N.A. | Assoalho 412b|0 IVA — 0,47
9 Fem 72 + — Lingua X| X | X N.A. — 1,1025
10 Masc 45 + + Assoalho 412b|0 IVA — 0,17
11 Masc 45 + + Lingua 213 | X IVB — 0,18
12 Fem 25 — — Assoalho 312b|1 IVA — 0,325
13 Fem 76 N.A. N.A. | Lingua XX | X N.A. — 0,6125
14 Masc 79 + — Gengiva XX | X N.A. — 0,7175
15 Fem 67 + + Lingua 1/0 | X | — 0,2375
16 Masc 34 + + Gengiva 2| X | X Il — 0,0325
17 Masc 56 N.A. N.A. Lingua 312 |X IVA — 0,19
18 Masc 46 + + Gengiva 413 | X VB — 0,22
19 Masc 41 N.A. N.A. | Gengiva 3| X | X 1 — 0,1795
20 Masc 41 + + Assoalho 3|12 |0 IVA — 0,0375

N.A.: dado n&o avaliado (auséncia de informacgfes no prontuario)
*Casos 2 e 3 também apresentaram lesdo em asssoalho.



Continuacéo - Tabela 13. Dados dos pacientes — Carcinoma Espinocelular de Boca

Caracteristica | Caracteristica p16 —carcinoma invasivo pl6 — epitélio adjacente
Paciente | Queratinizante Basaldide Presenca | Intensidade | Distribuicdo | Presenca | Intensidade | Distribui¢cdo | Células
1 - - + 2 Esparsa - - - -
2 + — — — — + 1 Focal Sf
3 + _ _ _ | _ _ _ _ _
4 + - — — — — _ _ _
5 + — — — — + 1 Focal B, Sb
6 + — — — — — — — —
7 _ _ _ _ _ _ _ _ _
8 + — — — — — - - —
9 + — — — — + 2 Esparsa B, Sbh
10 — — — — — — — — —
11 — — — — — — — — —
12 + — + 4 Uniforme — — — —
13 + — + 3 Uniforme + 2 Esparsa B
14 — — — — — + 1 Esparsa B, Sb
15 + - - - — — — _ _
16 + — — — — + 1 Esparsa B, Sb
17 — — — — — — — — —
18 + — + 1 Esparsa — — — —
19 + — + 2 Uniforme — — — —
20 + — — + 2 Uniforme B, Sb

Intensidade: 1 (até 10%), 2 (10-30%), 3 (30-70%), 4 (mais de 70%)
Células: B (Basal), Sb (Supra-basal), Sf (Superficial)



Tabela 14. Dados dos pacientes — Carcinoma Espinocelular de Orofaringe

Idade Estagio do PCR Quantificacao
Paciente | Género | Diagndéstico | Fumante | Etilista | Localizagdo* | T N M Tumor HPV DNA
1 Fem 56 + + Base lingua 4b 2 X IVB — 0,27
2 Masc 54 N.A. N.A. Palato mole N.A. | N.A. | N.A. N.A. - 0,1325
3 Masc 50 N.A. N.A. Amigdala 1 1 1 | — 0,1775
4 Fem 59 — — Palato mole N.A. | N.A. | N.A. N.A. — 0,325
5 Fem 60 + — Palato mole 1 0 0 I — 0,11
6 Fem 46 + + Palato mole 4b 2b X VB — 0,023
7 Masc 66 + + Palato mole N.A. | N.A. | N.A. N.A. — 0,1775
8 Masc 50 + + Base lingua da | 2b X IVA — 0,1275
9 Masc 59 + — Palato mole N.A. | N.A. | N.A. N.A. — 0,2575
10 Masc 57 N.A. N.A. Pilar 3 0 0 11 — 0,33
11 Fem 69 + — Pilar 3p 2 1 IVC — 0,7825
12 Masc 58 — — Palato mole 2 0 X Il — 0,15
13 Masc 58 + — Palato mole 2 3 X IVB — 0,18
14 Masc 52 + + Base lingua 3 2 X IVA 0,0475

N.A.: dado ndo avaliado (auséncia de informacdes no prontuario)
* casos 1, 2, 4 e 9 também apresentaram lesdo em pilares amigdalianos.



Continuagéao - Tabela 14. Dados dos pacientes — Carcinoma Espinocelular de Orofaringe

Caracteristica | Caracteristica pl6 —carcinoma invasivo pl16 — epitélio adjacente
Paciente | Queratinizante Basaloide Presenca | Intensidade Distribuigcdo Presenca | Intensidade | Distribuicdo | Células*
1 + — + 2 Focal + 2 Esparsa B, |
2 + — + 3 Uniforme + 1 Focal B
3 — _ — — — — — — —
4 — + — — — + 2 Focal B, Sh
5 _ _ _ _ _ _ _ _ _
6 + — + 1 Focal — — — —
7 + - - - - — — — _
8 + — — — — — — _ _
9 _ _ _ _ _ _ _ _ _
10 + — + 1 Focal + 3 Uniforme B, Sb
11 + — + 4 Uniforme — — — —
12 — — — — — — — — —
13 — — — — — — — — —
14 — + 1 Esparsa B, Sh

*Células: B (Basal), Sb (Supra-basal), | (Intermediaria), Sf (Superficial)



APENDICE 2 — PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUIMICA PARA p16

CINtec® Histology Kit

1.

Desparafinizar o corte de tecido e levar a agua

Recuperacao do epitopo
a. Usar tampao Tris-EDTA pH 9- diluir 450ml dH,O e 50ml de tampé&o

b. Colocar os cortes em recipiente com tampao

C. Cobrir com papel-filme e colocar no microondas em poténcia 8 por 20
minutos (90 a 96°C)

d. Deixar resfriar por 20 minutos

Desenhar nas laminas usando caneta Dako e imergir o corte em PBS

Reagente bloqueador de peroxidase (P200)

a. Aplicar o reagente para cobrir a amostra (P150)
b. Incubar por 5 minutos
C. Lavar com PBS por 5 minutos

Anticorpo primario

a. Aplicar anticorpo primario ou controle de reagente negativo para cobrir
0 espécime

b. Incubar por 30 minutos (agitar)

C. Lavar com PBS por 5 minutos

Reagente de visualizacéo

a. Cobrir a amostra com reagente de visualizacéo
b. Incubar por 30 minutos (agitar)
C. Lavar com PBS por 5 minutos

Solucéo de substrato cromégeno (DAB)
a. Compor DAB 1 gota: 2ml

Cobrir a amostra com solucéo
Incubar por 10 minutos

Lavar com PBS

Lavar com 4gua destilada

® oo o

Contracorar em aparelho de coloracao e fazer montagem.



o

~

9.

APENDICE 3 - PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA

Extracdo de DNA — Kit Qiagem (maiores informag¢des no manual)

Utilizando um bisturi, retire o excesso de parafina da amostra do bloco.

Corte seccles de 5-10um de espessura (se a superficie da amostra tiver sido
exposta ao ar, descarte as primeiras 2-3 secgoes).

Cologue as secc¢des em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ou 2 mL e adicione 1
mL de xilol a amostra. Feche a tampa e centrifugue (vortex) por 10s.

Centrifugue em velocidade maxima por 2 min a temperatura ambiente.

Remova o sobrenadante pipetando. Nao remova nenhuma parte do pellet.

Adicione 1 mL de etanol (96-100%) ao pellet, e misture utilizando vortex.

O etanol extrai o xilol residual da amostra.

Centrifugue em velocidade maxima por 2 min a temperatura ambiente.

Remova o0 sobrenadante pipetando. N&o remova nenhuma parte do pellet.
Cuidadosamente Remova qualquer etanol residual usando uma ponta de pipeta
fina.

Abra o tubo e incube a temperatura ambiente (15-25°C) ou até 37°C. Incube por 10
minutos ou até que todo o etanol residual tenha evaporado.

10.Ressuspenda o pellet em 180uL de tampao ATL. Adicione 20uL de proteinase K, e

misture utilizando o vortex.

11.Incube a 56°C por 1 hora (ou até que a amostra tenha lisado completamente).
12.Incube a 90°C por 1 hora.

A incubacéo a 90°C em tampéo ATL parcialmente reverte a modificacdo dos acidos
nucléicos pelo formaldeido. Tempos mais longos ou temperaturas mais altas de
incubacédo podem resultar em DNA mais fragmentado. Se estiver usando apenas
um bloco de aquecimento, deixe a amostra a temperatura ambiente apds a
incubacéo a 56°C até que o bloco de aquecimento tenha atingido 90°C.

13. Centrifugue o tubo de 1,5mL para remover gotas de dentro da tampa.
14.Adicionar 200uL de tampédo AL para a amostra, e misturar bem com o vortex. Em

seguida, adicionar 200uL de etanol (96-100%) e misturar novamente com vortex. E
essencial que a amostra de tampédo AL e etanol sejam misturadas imediatamente e
completamente como o0 voOrtex ou pipetando para produzir uma solucéo
homogénea. Tampéao AL e alcool podem ser misturados e somados em uma Unica
etapa para economizar tempo durante o processamento de varias amostras. Um
precipitado branco pode se formar sobre a adicdo de tampao AL e etanol. Esse
precipitado néo interfere com o processo QlAamp.

15. Centrifugar o tubo de 1,5ml para remover gotas de dentro da tampa.
16. Transferir cuidadosamente todo o lisado para a coluna Min Elute QlAamp (em um

tubo de coleta de 2ml), sem molhar a borda, fechar a tampa, e centrifugar a 6000x
g (8000rpm) por 1 minuto. Coloque a coluna QIAamp MinElute em um tubo limpo
de 2ml, e descarte o tubo de coleta contendo o escoamento. Se o lisado néo
passou completamente através da membrana apds a centrifugacao, centrifugar



novamente a uma velocidade maior até que a coluna QlAamp MinElute esteja
vazia.

17.Cuidadosamente abra a coluna QlAamp MinElute e adicione 500uL de
tampdo AW1 sem molhar a borda. Feche a tampa e centrifugue a 6000x g
(8000rpm) por 1 minuto. Coloque a coluna QlAamp MinElute em um tubo limpo de
2 ml, e descarte o tubo de coleta contendo o escoamento.

18.Cuidadosamente abra a coluna QIAamp MinElute e adicione 500ul de tampao AW2
sem molhar a borda. Feche a tampa e centrifugue a 6000x g (8000rpm) por 1
minuto. Coloque a coluna QlAamp MinElute em um tubo limpo de 2 ml, e descarte
0 tubo de coleta contendo o escoamento.O contato entre a coluna MinElute
QlAamp e o0 escoamento devem ser evitados. Algumas centrifugas podem vibrar
em desaceleracao, resultando em fluxo continuo, que contém etanol, entre em
contato com a coluna MinElute QlAamp. Tome cuidado ao remover a coluna
QIAamp MinElute o tubo de coleta a partir do rotor, de modo que o fluxo néo entre
em contato com a coluna MinElut QlAamp.

19.Centrifugar a velocidade maxima (20.000 xg; 14.000rpm) por 3 minutos para secar
completamente a membrana. Esta etapa é necessaria, uma vez que o etanol pode
interferir com algumas reacoes.

20.Coloque a coluna QlAamp MinElute em um tubo limpo para microcentrifuga de
1,5ml (ndo fornecidos) e descarte o tubo de coleta contendo o escoamento.
Cuidadosamente abra a tampa da coluna MinElute QlIAamp e aplique 20-100uL de
tampédo ATE para o centro da membrana.
Importante: certifique-se que o tampdo ATE esteja equilibrado a temperatura
ambiente. Se estiver usando pequenos volumes de eluicdo (50uL), dispense o
tampdo ATE para o centro da membrana para garantir eluicdo completa do DNA
ligado. Colunas QlAampo MinElute fornecem flexibilidade na escolha do volume da
eluicdo. Escolha um volume de acordo com os requisitos da aplicacéo a jusante. O
volume sera de até 5uL menos do que o volume de solucéo de eluicdo aplicada a
coluna.

21.Feche a tampa e deixe em temperatura ambiente (15-25°C) por 1 minuto.
Centrifugar a velocidade maxima (20.000 sg; 14.000rpm) por 1 minuto. Incubar a
coluna QlAamp MinElute carregado com tampdo ATE por 5 minutos em
temperatura ambiente antes da centrifugacédo geralmente aumenta o rendimento do
DNA.



ANEXO A — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

Universidade de Brasilia
Faculdade de Cigncias da Satide
Comité de Etica em Pesquisa ~ CEP/FS

ESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PES

Registro do Projeto no CEP: 086/10

Titelo do Projeto: “Papel do Papilomavirus Humano ss patogénese das lesdes onis
potencizlmente malignas e no Gincer de cavidade oral e orofaringe™.

Pesquisadora Responsivel: Eliete Neves da Silva Guersa

Data de Entrada: 24006/10

Com base pa Resolugio 196/%6, do CNS/MS, que regulumenta o ética em
pesquisa com scres humanos, o Comité de Erica em Pesquisa com Sercs Humanos da
Faculdade de Giéncias da Saide da Universidade de Brasilin, apés andlise dos aspectos
elicns ¢ do contexto téenico-cientifico, resolven APROVAR o projeto 086/10 com o
titulo: “Popel do Papilomavirus Humano na patogénese das lesoes arais potencialmente
maligras ¢ no Gincer de cavidade oral ¢ orofaringe™. analisado na 6 Reuniao Ordindria,
realizada no dia 13 de julho de 2010,

A pesquisadora responsivel fics, desde fi. potificada da obnigatoriedade ds
apresentagio de um relatdrio semestral e relaldno finsl sucnio e objelivo sobre ©
desenvolvimento do Projeto. no prazo de | (um) ano @ contar & presente data (Hem
VIL13 da Resolucio 196/96).

Brasilia, 11 de agosto de 2010, & S Z

Prof. Volnei Garrafa
Coordesador do CEP-FS/UnB

Comi 0% ETE am Resqia com Befes HUTenos - Faouede de Cingkes dn Soich
Urbversidods de Bashy - Campus Urtenstiriy Owecy Fibeeo - CEP: 0.000- X0
Tekrony: (G617 2000 1547 Ermed. cipfafsily



