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Simonato LE. Deteccao do HPV por nPCR em carcinomas epidermoides de
assoalho bucal e sua correlacao com variaveis clinico-patologicas, fatores
de risco e sobrevida [dissertacao]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia
da Universidade Estadual Paulista; 2006.

Resumo

O papilomavirus humano (HPV) tem sido associado ao desenvolvimento
do cancer de cabeca e pescoco. Entretanto, seu papel na carcinogénese
bucal nao € bem definido. O propdsito deste estudo foi investigar a
prevaléncia do HPV em carcinoma epiderméide de assoalho bucal e
correlaciona-la com variaveis clinico-patologicas e fatores de risco, bem
como verificar sua influéncia na sobrevida dos pacientes estudados. A
presenca do HPV foi avaliada através da nested PCR (nPCR) (GP5+/GP6+
e MY11/MY09) em 29 amostras parafinadas de carcinoma epiderméide de
assoalho bucal. O virus foi detectado em 17.2% (5 de 29) das amostras
estudadas, tendo maior prevaléncia em lesdes de pacientes nao-
tabagistas com mais de 60 anos de idade. Das amostras positivas para o
HPV, 100% apresentaram-se em pacientes do sexo masculino com lesoes
classificadas clinicamente em estagio Ill ou IV, geralmente com o
diagnostico histolégico de carcinoma epidermdide moderadamente
diferenciado. No entanto, nao houve significancia estatistica entre as
variaveis analisadas, incluindo a sobrevida. A baixa prevaléncia do HPV
sugere que esse virus nao participa isoladamente no desenvolvimento dos

carcinomas epidermoides de assoalho bucal.



Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas. Papillomavirus

humano. Reacao em cadeia da polimerase.



Simonato LE. Detection of HPV by nPCR in squamous cell carcinoma of
mouth floor and its correlation with clinicopathologic variables, risk
factors and survival [dissertation]. Aracatuba: UNESP - Sao Paulo State
University; 2006.

Abstract

The human papillomavirus (HPV) has been associated with the
development of head and neck cancers. However, its role in oral
carcinogenesis is not well defined. The aim of this study was to
investigate the prevalence of HPV in mouth floor squamous cell
carcinoma and correlate its presence with clinicopathologic variables
and risk factors, as well as to verify its influence in the patients’
survival. The HPV presence was evaluated by nested PCR (nPCR)
(GP5+/GP6+ and MY11/MY09) in 29 paraffin-embedded specimens of
mouth floor squamous cell carcinoma. HPV DNA was detected in 17.2% (5
of 29) of the specimens and its higher prevalence was higher in non-
smoking patients over the age of 60 years. From the HPV-DNA-positive
specimens, 100% were detected in men and tumors clinically classified as
stage Ill and IV lesions, being most of them moderately differentiated.
However, no statistically significant difference was observed among the
analyzed variables, including patients’ survival. The low incidence of
HPV DNA suggests that this virus does not participate isolatedly in the

development of mouth floor squamous cell carcinoma.



Keywords: Squamous cell carcinoma. Human papillomavirus. Polymerase

chain reaction.
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1 Introducao*

cancer de boca ainda hoje é um problema de saude

publica em muitas partes do mundo. No Brasil, é o

quinto tumor maligno mais freqliente entre os homens e o sétimo entre

as mulheres, com respectivamente, 10.060 e 3.410 novos casos

estimados para o ano de 2006, de acordo com o Instituto Nacional de
Cancer.’

Sua etiologia é multifatorial, sendo o tabaco e o alcool os

principais fatores de risco envolvidos na carcinogénese bucal.? No

entanto, também ocorre em pacientes sem histéria de tabagismo e

etilismo.3?

Isso indica que outros fatores, incluindo suscetibilidade
genética individual, agentes externos como dieta e infeccao viral, podem
ter acdo sinérgica na génese do cancer de boca.*?

O papel oncogénico do papilomavirus humano (HPV) no
desenvolvimento do carcinoma cervical uterino esta bem estabelecido.?
Entretanto, sua relacao com o carcinoma epidermoide de boca ainda é
pouco definida.”?® A possivel relacido entre HPV e cancer bucal foi
inicialmente sugerida por Syrjanen e colaboradores em 1983,* que
descreveram, nessas lesoes, alteracoes citopaticas tipicamente induzidas
pelo HPV, idénticas aquelas previamente encontradas no cancer uterino.

Desde entao, estudos foram realizados com o propédsito de avaliar a

presenca do HPV em lesdes bucais malignas.

*Normalizacao segundo as Normas para publicacao da Revista Oral Oncology (Anexo B)
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A presenca do HPV foi verificada cerca de duas a trés vezes mais
em lesoes pré-cancerosas e 4.7 vezes mais no cancer de boca do que na
mucosa normal. A deteccao de HPVs de alto risco (HPVs 16 e 18) em
cancer bucal foi 2.8 vezes maior que os de baixo risco (HPVs 6 e 11).”
Desta forma, a infeccao pelo HPV, particularmente aqueles com
genodtipo oncogénico, parece ser um importante fator de risco para o
cancer de boca.

Ha uma ampla variacao no percentual de deteccao do HPV no
cancer de boca.”'""?® Essa discrepancia de resultados pode ser atribuida
a diferenca de sensibilidade dos métodos empregados,’''>%2> fatores
epidemiolégicos dos grupos de pacientes examinados,®®? diferentes

92 variacdes de tamanho da amostra®’ e tipo

localizacoes anatomicas,
de material analisado."
Diversas técnicas em biologia molecular tém sido empregadas para
a deteccdo do HPV, tais como: captura hibrida,?” hibridizacées Southern
blot,??%2° Northern blot, dot blot™*° e in situ,”® além da reacdo em

(PCR).5’9’12’14’18-20’25’28’29-32

cadeia de polimerase Essas técnicas

apresentam sensibilidade e especificidade amplamente variaveis,'""?
sendo a PCR uma das mais empregadas nas diversas areas de diagnostico
molecular, devido a sua grande capacidade de detectar pequenos
fragmentos de DNA.2¢

Como a infeccao pelo HPV em boca, geralmente, tem um baixo

l,15’33

numero de copias de DNA vira um sistema de deteccao altamente

sensivel € exigido para que se obtenham informacdes mais seguras sobre
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a presenca do virus nas amostras de carcinoma epidermoéide bucal. Uma
das variacoes da PCR, a nested PCR (nPCR), foi desenvolvida com o
objetivo de aumentar a especificidade e a eficiéncia da amplificacao do
DNA alvo.?* Assim, é considerada a técnica de escolha para deteccdo do
HPY_ 46:10,13,15,16,27,33,35

Além da técnica de deteccao utilizada, fatores epidemiologicos
relacionados aos pacientes podem ser determinantes nos resultados.
Dessa forma, varios estudos clinicos e epidemiolégicos tém buscado

correlacionar a presenca do HPV com os habitos de fumar e beber,**®

12,14-17,19,29,32 5,6,12,16 11,27,28

assim como com O sexo, a raca € a

idade > 101214152031 A" relacdo entre a presenca do HPV e o grau

9,12,14,17-19,35 5,12,14,17,19,35

histologico da lesao ou seu estadiamento clinico
também foi investigada, mas com achados controversos.
Varios trabalhos estudaram a prevaléncia do HPV em cancer de
cabeca e pescoco sem distincao entre cavidade bucal, orofaringe e
laringe.'®1>17:28:30.31 T3( distincdo é necessaria ja que a distribuicdo do
virus é diferente nos diversos sitios anatomicos, sendo em orofaringe 2,6
vezes maior que na boca.’” Essa variacdo também foi observada entre as
estruturas anatdmicas da propria cavidade bucal.*®%11-13:18:20,29
Frente as controvérsias sobre a correlacao entre o HPV e o cancer

de boca, parece-nos licito estudar o assunto através de uma técnica

sensivel em casos de carcinoma epidermoide de assoalho bucal.
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2 Proposicao

ste trabalho teve o propdsito de investigar a
prevaléncia do HPV em carcinoma epidermédide de
assoalho bucal e correlaciona-la com variaveis clinico-patologicas e
fatores de risco, bem como verificar sua influéncia na sobrevida dos

pacientes estudados.



Material e
Méetodo
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3 Material e Método

presente trabalho foi analisado e aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba - UNESP (FOA-UNESP), (Processo n°
2005-00689) (Anexo A).

Foram analisadas, retrospectivamente, 35 amostras parafinadas
de carcinoma epidermoide de assoalho bucal, de pacientes atendidos no
Centro de Oncologia Bucal da FOA-UNESP no periodo de 1991 a 2005.
Foram incluidos carcinomas epidermoides localizados estritamente em
assoalho bucal. Os dados utilizados para avaliacdo das possiveis
associacoes entre as variaveis foram obtidos dos prontuarios e transcritos
para uma ficha clinica individual (Anexo C).

Os cortes histopatologicos corados pela hematoxilina e eosina
referentes a peca cirdrgica de cada caso foram revistos ao microscopio
de luz para confirmacao do diagnéstico e para escolha das amostras de
tumor.

Informacdes sobre habitos pessoais foram registradas. Foram
considerados tabagistas os individuos que fumaram regularmente
durante alguma época da vida, mesmo aqueles que abandonaram o vicio.
Os nao-tabagistas foram aqueles que, em nenhum momento da vida,
fizeram uso do fumo. O mesmo critério foi utilizado para classificacao de

etilistas e abstémios.
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O estadiamento clinico utilizado foi o proposto pela Uniao
Internacional Contra o Cancer,>® que define a extensao da doenca,
analisando trés parametros: extensao da neoplasia primaria, grau de
comprometimento de linfonodos regionais e metastase a distancia. A
gradacao histologica da lesao foi realizada de acordo com a classificacao

da Organizacdo Mundial de Saude.*

Extracao do DNA

Com o emprego de um microtomo histoldgico, foram obtidos 5
cortes de 10 pym de espessura de cada bloco. Os cortes foram
acondicionados em tubos de polipropileno de 1.5 mL devidamente
identificados. Os procedimentos de extracao foram realizados sob
condicOes estéreis por apenas um pesquisador.

A extracdo do DNA foi realizada com o uso do QlAamp DNA
minikit® (QIAGEN Ltd, Crawley, UK), conforme as instrucées do
fabricante (Anexo D). A quantidade de DNA genomico, assim como a
pureza das amostras obtidas, foi determinada por densidade optica em
espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). Em seguida, as

amostras foram armazenadas a -20°C até a realizacao da PCR.

PCR para amplificacao do gene controle

Como controle de qualidade para verificar a presenca e a

integridade do DNA gendémico nas amostras obtidas, foi realizada a PCR
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para amplificacao do gene que codifica a cadeia de o-globina humana.
Para tanto, utilizou-se os oligonucleotideos iniciadores PC04 e GH20%®
(Tabela 1) que amplificam um fragmento de 268 pares de base (pb). Os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2%.

Foram empregadas como controles positivos, uma amostra de DNA
extraido de sangue humano e outra de biopsia de condiloma acuminado.
O controle negativo foi composto pela mistura de amplificacao e

substituicao da amostra de DNA por agua ultrapura, em mesmo volume.

Tabela 1 Seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores

Iniciador* Seqiiéncia (5’-3’) Fragmento (pb)
PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC
GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 268
MY11 GCMCAGGGWCTATAAYAATGG
MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 450
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC
GP6+ GAAAAATAAACTTGTAAATCATATTC 150

* Invitrogen Life Technologies®, Brasil.

nPCR para amplificacao do HPV

Apos a confirmacao da integridade do DNA gendmico, as amostras
foram submetidas a pesquisa do gene do HPV através da técnica da
nPCR. Para tanto, empregou-se oligonucleotideos iniciadores genéricos
MY11/MY09*° e GP5+/GP6+*° (Tabela 1), que permitem a deteccao de um

amplo espectro de tipos de HPV ja identificados.
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Os oligonucleotideos iniciadores MY11/MY09 foram utilizados na
primeira etapa da nPCR para a amplificacao de um segmento conservado
de 450 pb da regiao L1 do genoma viral. A mistura de amplificacao foi
composta por 2.5 uL de tampao de PCR 10X (Tris-HCl 10 mM, pH 8; KCl
50 mM) (Invitrogen Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA), 4 mM de
MgCl2 (Invitrogen Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA), 0.2 mM de
cada dNTP (deoxyribonucleoside 5’- triophosphates - dATP, dCTP, dGTP
e dTTP) (Amershan Biosciences, Pisctaway, NJ, EUA), 1 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen Life Technologies®, Brasil), 15 pmol de cada
oligonucleotideo (Invitrogen Life Technologies®, Brasil), 5 yL de amostra
de DNA genOmico e agua ultrapura (Invitrogen Life Technologies®,
Carlsbad, CA, EUA) para totalizar o volume final de 25 pL.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador (PTC-100, MJ
Research, Inc.) sob as seguintes condicdes: desnaturacao inicial a 94°C
por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturacao a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 55°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 40 segundos, com
extensao final a 72°C por 4 minutos.

Na segunda etapa da nPCR, foram empregados os
oligonucleotideos iniciadores GP5+/GP6+, que possibilitam a
amplificacado de um segmento de 150 pb dentro da seqiiéncia do
fragmento amplificado na primeira etapa** (Anexo F). Para tanto,
utilizou-se como amostra de DNA 2 pL do produto obtido na primeira

etapa. A mistura de amplificacao e as condicées de ciclagem foram
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semelhantes a da primeira etapa da nPCR, com a Unica diferenca de
temperatura de anelamento de 43°C.

Como controle positivo para infeccao por HPV, empregou-se uma
amostra de DNA extraido de biopsia de condiloma acuminado e outra de
HelLa, uma linhagem de células de carcinoma cervical uterino com até 4
copias de HPV-18 por célula. O controle negativo foi composto por
mistura de amplificacao e agua ultrapura.

Os produtos da nPCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8%, durante 3 horas, sob voltagem constante de 100
volts. A evidenciacao das bandas foi realizada em solucao de nitrato de

prata.

Analise estatistica

A tabulacao dos dados, assim como toda a analise estatistica
deste trabalho foi realizada utilizando-se o programa EPI INFO 2000
(Center of Disease Control, Atlanta, GA, EUA).

Para a avaliacao das possiveis associacoes entre a presenca do
HPV e as variaveis, sexo, raca, idade, estadiamento clinico da lesao,
gradacao histolégica, consumo de tabaco e ingestdao de alcool, foi
aplicado o teste X2 ou teste exato de Fisher, com nivel de significancia
de 5%. A comparacao das curvas de probabilidade acumulada de
sobrevida com a presenca ou auséncia do HPV pelo método de Kaplan-
Meier foi realizada com a aplicacao do teste Log-Rank, com nivel de

significancia de 5%.
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4 Resultados

rinta e cinco casos de carcinoma epidermoide de
assoalho bucal foram obtidos, sendo que 6 foram
excluidos do estudo, uma vez que nao apresentaram amplificacao da o-
globina (Anexo G). Dessa forma, a analise da presenca do HPV foi
efetuada em 29 amostras. Dentro da presente metodologia, detectou-se

o HPV em 17.2% (5 de 29) das amostras, como pode ser observado na

Figura 1.
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 11 12 14 15 16 17 19 CO1 CO2 NO PM
i
150pb
35 CO1 CO2 NO PM
=
150pb

Figura 1 Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado da
amplificacdo do HPV (150 pb) por nPCR das 29 amostras de carcinoma epidermaide
de assoalho bucal

*PM = peso molecular de 100 pb; CO1 = controle positivo 1 (DNA extraido de Hela); CO2 = controle
positivo 2 (DNA extraido de biopsia de condiloma acuminado); NO = controle negativo (sem DNA)



A correlacao entre a presenca do HPV e as variaveis estudadas
(sexo, raca, idade, estadiamento clinico, gradacao histologica, tabaco e
alcool) é mostrada na Tabela 2. Nao foi observada nenhuma significancia
estatistica entre essas varidveis. A associacdo mais proxima de ser
estatisticamente significante foi entre a presenca do HPV e os pacientes
nao-tabagistas (P = 0.0684). Todos os tumores HPV-positivos ocorreram
em pacientes do sexo masculino e apresentavam-se com estadiamentos

clinicos Ill e IV.

Tabela 2 Correlacao da presenca do HPV com as variaveis clinico-patologicas e
fatores de risco dos pacientes com carcinoma epiderméide de assoalho bucal

Variaveis o pacientes (%) HPV + (%) HPV - (%) P*
(n=29) (n=5) (n=24)
Sexo 0.6798
Masculino 27 (93.1) 5 (100) 22 (91.7)
Feminino 2 (6.9) 0 2 (8.3)
Raca 0.4977
Branca 20 (69) 4(80) 16 (66.7)
Nao-branca 9 (31) 1 (20) 8 (33.3)
Idade 0.2693
<60 23 (79.3) 3 (60) 20 (83.3)
> 60 6 (20.7) 2 (40) 4 (16.7)
Estadiamento clinico 0.2218
171 7 (24.1) 0 7 (29.1)
/v 22 (75.9) 5 (100) 17 (70.8)
Gradacéao histoldgica 0.3528
Bem diferenciado 7 (24.1) 1 (20) 6 (25)
Moderadamente 21 (72.4) 4 (80) 17 (70.8)
Pobremente 1(3.5) 0 1(4.2)
Tabaco 0.0684
Tabagista 26 (89.7) 3 (60) 23 (95.8)
Nao-tabagista 3(10.3) 2 (40) 1(4.2)
Alcool 0.2665
Etilista 18 (62.1) 2 (40) 16 (66.7)
Abstémio 11 (37.9) 3 (60) 8 (33.3)

* teste X? ou teste exato de Fisher.
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O teste Log-Rank, que compara as curvas de probabilidade

acumulada de sobrevida com a presenca ou auséncia do HPV (Figura 2),

também nao apresentou significancia estatistica (P = 0.2964).
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Figura 2 Probabilidade de sobrevida acumulada dos pacientes com carcinoma
epidermoide de assoalho bucal segundo a presenca ou nao do HPV, pelo método de

Kaplan-Meier (P = 0.2964, Log-Rank)
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5 Discussao

studos sobre a correlacao entre HPV e o cancer de
boca mostraram uma variacao de 0 a 100% de casos
infectados pelo virus, como pode ser observado na Tabela 3. Resultados

discrepantes podem ser explicados pelas diferentes metodologias

11,12,23,25

utilizadas, caracteristicas epidemiologicas distintas dos pacientes

6,9,25,26

estudados e dificuldade em se realizar estudos individualizados de

acordo com os diversos sitios anatémicos na regiao de cabeca e

pescoco.”>??

Tabela 3 Prevaléncia do HPV em estudos com cancer de boca

Estudo Método de Tipo de HPV + %
deteccao material
Cruz et al, 1996%° PCR tecido fresco 19/35 54.3
Bouda et al, 20013 nPCR tecido parafinado 18/19 94.7
Gillison et al, 2000% PCR tecido fresco 10/84 12
Sisk et al, 2000%' PCR tecido fresco 11/22 50
Uobe et al, 20018 In situ PCR tecido parafinado 20/20 100
Nagpal et al, 2002%° PCR tecido fresco e 37/110 33.6
tecido parafinado

Ringstrom et al, 2002" PCR tecido fresco 2/41 4.9
Chang et al, 2003* hemi-nPCR tecido parafinado 51/103 49.5
Ritchie et al, 2003" hemi-nPCR tecido parafinado 10/94 10.6
Sugiyama et al, 2003"® PCR tecido parafinado 30/86 34.9
Baez et al, 2004" PCR tecido fresco 13/36 25
Correnti et al, 2004° PCR tecido parafinado 8/16 50
Cortezzi et al, 2004 PCR tecido fresco 1/8 12.5
Smith et al, 2004 hemi-nPCR tecido parafinado 13/126 10.3
Smith et al, 2004" hemi-nPCR células exfoliadas 19/130 15
Zhang et al, 2004 PCR tecido parafinado 54/73 74
Ibieta et al, 2005° nPCR tecido fresco 21/50 42
Tachezy et al, 2005° PCR tecido parafinado 3/12 25
Campisi et al, 2006 nPCR células exfoliadas 24/63 38.1
Nemes et al, 2006"° PCR tecido parafinado 33/79 42
Rivero e Nunes, 2006%° PCR tecido fresco e 0/40 0

tecido parafinado
Simonato, 2006 nPCR tecido parafinado 5/29 17.2
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Essa discrepancia entre os resultados é creditada, principalmente,
ao tipo de material analisado e ao método de deteccao utilizado. Miller
e White'! verificaram a presenca do HPV mais freglientemente em tecido
fresco (51.6%) do que naquele incluido em parafina (21.7%), sendo esse
achado explicado pelo fato de os processos de formolizacao,
parafinizacao e desparafinizacao serem capazes de degradar o DNA,
dificultando a deteccao viral. No entanto, trabalhos nos quais foram
utilizados tecidos incluidos em parafina obtiveram altas taxas de
amplificacao do DNA viral quando utilizaram métodos de deteccao mais
sensiveis, como a nPCR.*"3 A nPCR é uma técnica considerada altamente
sensivel para a deteccao do HPV, uma vez que detecta o virus mesmo
quando existe um numero pequeno de copias de DNA viral, sendo
bastante eficaz em estudos com tecido parafinado.* A maior efetividade
da técnica foi comprovada no presente trabalho, em que o material
gendmico do HPV foi detectado apenas na segunda fase de PCR.

A prevaléncia do HPV em carcinomas epidermoides de boca
também é variavel de acordo com os sitios anatémicos especificos de
acometimento da lesdo. Miller e White'' mostraram uma maior taxa de
deteccao do virus em lesdes de lingua (29.1%), seguida pelas de assoalho
bucal (19.7%). Entretanto, Nemes et al." e Cruz et al.?° relataram,
respectivamente, 60.6% e 85.7% de tumores HPV-positivos em assoalho
bucal. A fim de se obter resultados mais fidedignos com relacao a
prevaléncia do HPV no cancer de boca, optou-se nesse trabalho pela

padronizacao da area anatémica acometida pela lesao, o sitio de escolha
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foi o assoalho bucal. Essa area foi estudada, uma vez que,
epidemiologicamente, € uma das localizacoes de maior prevaléncia do
carcinoma epiderméide na cavidade bucal.’

O HPV foi encontrado em 17.2% dos tumores. Esses indices sao

1."% e Ritchie et

ligeiramente mais altos que os obtidos por Smith et a
al.’®, que a partir de amostras de carcinoma epiderméide de boca
incluidas em parafina, descreveram resultados em torno de 10%
utilizando nPCR. O uso de tecido fresco parece melhorar a sensibilidade
do método, ja que Ibieta et al.® obtiveram 42% de positividade para o
HPV nesse tipo de amostra. A necessidade de utilizar tecido incluido em
parafina como fonte de DNA, devido a possibilidade de realizar um
estudo retrospectivo de 15 anos, foi compensada pela escolha de um
método de deteccao mais sensivel, a nPCR. No entanto, € bem provavel
que a utilizacao dessa metodologia em tecido fresco possa aumentar os
indices de deteccao do virus.

Todos os pacientes positivos para o HPV eram do sexo masculino.
No entanto, nao houve diferenca estatistica entre o grupo feminino e o
masculino, pois o nUmero de mulheres que compunham a populacao era
pequeno. Esse dado esta de acordo com os obtidos em trabalhos, que
verificaram a auséncia de relacdo entre o HPV e o sexo.>'??%% porém,
alguns estudos relataram uma prevaléncia mais alta do HPV no sexo
feminino,*? enquanto outros no sexo masculino.®'%1416:20

Quanto a idade, 33.3% das amostras obtidas de pacientes com

idades acima dos 60 anos foram positivas para o HPV. No entanto, dos 29
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pacientes analisados, apenas 6 (20.7%) apresentavam-se nessa faixa
etaria, enquanto que os demais se encontravam dentro da faixa etaria
de 41 a 59 anos. Essa grande diferenca entre os grupos resultou na
auséncia de significancia estatistica na relacao entre o HPV e a idade. O

13" que verificaram a presenca do HPV

mesmo foi observado por Sisk et a
no cancer bucal em todas as faixas etarias. Com relacao a raca, nossas
analises estatisticas também nao mostraram correlacao significativa, a
semelhanca dos resultados obtidos por alguns dos estudos. '%1>:16:28:32

No presente estudo, 89.7% dos pacientes eram tabagistas. Dentre
esses, 11.5% eram HPV-positivos, enquanto que no grupo dos nao-
tabagistas o virus foi detectado em 66.7% dos pacientes. Alguns estudos
demonstraram que a infeccao pelo HPV parece ser independente da
exposicdo ao alcool e ao tabaco.>”'>'"228 No entanto, apesar de nao
termos observado significancia estatistica na correlacao entre o HPV e o
tabaco, é importante notar a predominancia do HPV em pacientes nao-
tabagistas. Esse achado pode sugerir que a presenca do HPV seja, de
alguma forma, limitada pelo tabaco. Sabe-se que o fumo, normalmente,
induz uma maior queratinizacao do epitélio, o que, por sua vez, torna as
mucosas da cavidade bucal e orofaringe mais resistentes a traumas
secundarios, proporcionando um efeito protetor a infeccdo pelo HPV.™
Por outro lado, ha indicios de que o HPV seja um fator importante no
desenvolvimento de cancer de boca em pacientes ndo-tabagistas. 2%

Embora nao tenha havido significancia estatistica, o HPV foi

encontrado somente em tumores com estadiamentos clinicos Ill e IV.
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Sabe-se que os tumores HPV-positivos apresentam maior atividade
proliferativa do que tumores livres do virus, como observado em estudos
utilizando marcadores de proliferacdo como o antigeno nuclear de
proliferacao celular (PCNA), que é expresso em até 94.7% dos carcinomas
epiderméides de boca infectados pelo HPV.* Apesar disso, o HPV parece
nao agravar o grau de diferenciacao histoldgica da lesao, pois o virus nao
foi detectado em nenhum caso pobremente diferenciado.

A maior prevaléncia do HPV em tumores bem e moderadamente
diferenciados pode ser explicada pelo fato deste estar relacionado a fase
inicial da carcinogénese bucal.">""'® Além disso, o ciclo de vida viral
parece ser melhor suportado por lesdes bem diferenciadas.?’ No entanto,
permanece incerto se esta € uma relacao causal, pois a infeccao pelo
HPV também ¢é ativada pela doenga.21 Para responder esta pergunta,
estudos adicionais sao necessarios, incluindo a investigacao dos exatos
papéis das proteinas E5, E6 e E7 produzidas pelo HPV.

Esses achados parecem justificar os dados previamente publicados
em relacao a sobrevida do paciente. Acredita-se que pacientes cujos
tumores estejam infectados pelo HPV tenham 59% de reducao no risco de
morte por cancer quando comparado com o grupo HPV-negativo.28 De
fato, diversos estudos tém mostrado uma taxa de sobrevida mais alta de
pacientes com tumores positivos para o HPV.'*'¢2831 No presente estudo,
a presenca do HPV nao teve qualquer correlacao significante com a
sobrevida. A presenca do HPV exclusivamente em tumores com

estadiamentos clinicos mais avancados, sem que houvesse alteracao da
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sobrevida dos pacientes estudados, parece confirmar a hipotese de que
os carcinomas de cabeca e pescoco infectados pelo HPV compreendem
entidades patologicas distintas aos niveis molecular e clinico, o que se

510141728 Dessa  forma, a

refletiria no aumento da sobrevida.
identificacao do HPV torna-se de grande importancia clinica, ja que essa
observacao poderia ter um forte impacto na futura abordagem clinica

desses pacientes, merecendo investigacdes adicionais.
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6 Conclusao

s resultados obtidos através da presente metodologia
permitiram concluir que:
- apesar da auséncia de significancia estatistica, ha uma maior
prevaléncia do HPV em pacientes nao-tabagistas, com mais de 60 anos
de idade e com lesdes em estagios clinicos lll e IV;
- sua presenca ou auséncia nao tem correlacao estatisticamente
significante com o sexo, a raca e a sobrevida dos pacientes acometidos
pelo carcinoma epidermdide de assoalho bucal;
- a baixa prevaléncia do HPV sugere que esse virus nao participa
isoladamente no desenvolvimento dos carcinomas epidermébides de

assoalho bucal estudados.
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e E-mail address
*  Full postal address
* Telephone and fax numbers. All necessary files have been uploaded
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* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
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Web (free of charge) and in print or to be reproduced in colour on the Web (free of
charge) and in black-and-white in print
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communications.
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Author confirming receipt of the manuscript. A form facilitating transfer of copyright will be
provided.
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permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
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Elsevier facilitates author posting in connection with the voluntary posting request of the
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prohibited. Individual modifications to this general policy may apply to some Elsevier
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Authors' Rights
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(http://authors.elsevier.com/) you will be guided stepwise through the creation and
uploading of the various files. The system automatically converts source files to a single
Adobe Acrobat PDF version of the article, which is used in the peer-review process. Please
note that even though manuscript source files are converted to PDF at submission for the
review process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision,
takes place by e-mail and via the Author's homepage, removing the need for a hard-copy
paper trail.
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advantageous to print this "Guide for Authors" section from the site for reference in the
subsequent stages of article preparation.
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We accept most wordprocessing formats, but Word, WordPerfect or LaTeX is preferred.
Always keep a backup copy of the electronic file for reference and safety. Save your files
using the default extension of the program used.

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible.
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do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do
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the Author Gateway's Guide to Publishing with Elsevier: http://authors.elsevier.com). Do
not import the figures into the text file but, instead, indicate their approximate locations
directly in the electronic text and on the manuscript. See also the section on Preparation of
electronic illustrations.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spellchecker" function of
your wordprocessor.

Presentation of Manuscript

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Italics are not to be used for expressions of Latin origin, for example, in
vivo, et al., per se. Use decimal points (not commas); use a space for thousands (10 000
and above).

Language Polishing

Authors who require information about language editing and copyediting services pre and
post-submission please visit
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing or  contact
authorsupport@elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses
nor takes responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors
through our services or in any advertising. For more information please refer to our Terms
& Conditions:
http://www.elsevier.com/wps/find/termsconditions.cws home/termsconditions

Provide the following data on the title page:

Title: Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

Author names and affiliations: Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
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actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the Author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name, and,
if available, the e-mail address of each Author.
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numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail
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was done, or was visiting at the time, a "Present address"' (or "Permanent address") may
be indicated as a footnote to that Author's name. The address at which the Author actually
did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals
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Abstract: A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. A structured abstract
is required. For this, a recent copy of the journal should be consulted. An abstract is often
presented separate from the article, so it must be able to stand alone.

Keywords: Immediately after the abstract provide a maximum of ten keywords, to be
chosen from the Medical Subject Headings from Index Medicus. These keywords will be
used for indexing purposes.

Abbreviations: Define abbreviations that are not standard in this field at their first
occurrence in the article: in the abstract but also in the main text after it. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.

Text: This should start on the third page and should be subdivided into the following
sections: Introduction, Patients (or Materials) and Methods, Results, and Discussion.

References: Responsibility for the accuracy of bibliographic citations lies entirely with the
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Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. "Unpublished data"
and "Personal communications" are not allowed. As an alternative, say in the text, for
example, '(data not shown)' or '(Dr F.G. Tomlin, Karolinska Institute)'. Citation of a
reference as "in press" implies that the item has been accepted for publication and a copy
of the title page of the relevant article must be submitted.

Indicate references by superscript humbers in the text. The actual authors can be referred
to, but the reference numbers must always be given.

Number the references (numbers in square brackets) in the reference list in the order in
which they appear in the text.

Examples:
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carcinoma of the oral cavity in young people - comprehensive literature revie. Oral Oncol
2001;37(5):401-418.
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3. Scully C, Cawson RA. Medical Problems in Dentistry. Oxford: Butterworth-Heinemann.
1998

For more than 6 authors that first 6 should be listed followed by "et al". For further details
you are referred to "Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical
Journals" @] Am Med Assoc 1997; 277 : 927-934) (see also
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/terms cond.html).

Figure Captions, Tables, Figures and Schemes
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Present these, in this order, at the end of the article. They are described in more detail
below. High-resolution graphics files must always be provided separate from the main text
file (see Preparation of illustrations).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article,
using superscript Arabic nhumbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and
this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in
the text and present the footnotes themselves on a separate sheet at the end of the article.
Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Tables
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.
Nomenclature and Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI.
Preparation of Electronic Illustrations

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

¢ Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times,
Symbol.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.
* Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide all illustrations as separate files and as hardcopy printouts on separate
sheets.

* Provide captions to illustrations separately.

*  Produce images near to the desired size of the printed version.

e A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://authors.elsevier.com/artwork

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed
information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please "save
as" or convert the images to one of the following formats (Note the resolution requirements
for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below.):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: Colour or greyscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (colour or greyscale): a minimum of 500 dpi is
equired.
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DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office
applications please supply "as is".

Please do not:

e Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation)
document;

e Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low;

e Supply files that are too low in resolution;
e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then Elsevier will
ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) in addition to colour reproduction in print.

Captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all
symbols and abbreviations used.

Line drawings

The lettering and symbols, as well as other details, should have proportionate dimensions,
so as not to become illegible or unclear after possible reduction; in general, the figures
should be designed for a reduction factor of two to three. The degree of reduction will be
determined by the Publisher. Illustrations will not be enlarged. Consider the page format of
the journal when designing the illustrations.

Do not use any type of shading on computer-generated illustrations.

Photographs (halftones)

Remove non-essential areas of a photograph. Do not mount photographs unless they form
part of a composite figure. Where necessary, insert a scale bar in the illustration (not below
it), as opposed to giving a magnification factor in the caption.

Note that photocopies of photographs are not acceptable.

Preparation of supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the Author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets,
sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please ensure that data is provided in one of our recommended file formats.
Authors should submit the material in electronic format together with the article and supply
a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit
our artwork instruction pages at the Author Gateway at
http://authors.elsevier.com/artwork.

Proofs

When your manuscript is received by the Publisher it is considered to be in its final form.
Proofs are not to be regarded as "drafts".

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding Author, to
be checked for typesetting/editing. No changes in, or additions to, the accepted (and
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subsequently edited) manuscript will be allowed at this stage. Proofreading is solely your
responsibility.

Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published as quickly
and accurately as possible. In order to do this we need your help. When you receive the
(PDF) proof of your article for correction, it is important to ensure that all of your
corrections are sent back to us in one communication. Subsequent corrections will not be
possible, so please ensure your first sending is complete. Note that this does not mean you
have any less time to make your corrections, just that only one set of corrections will be
accepted.

Author Enquiries

Visit the Author Gateway from Elsevier http://authors.elsevier.com for the facility to track
accepted articles and set up e-mail alerts to inform you when an article's status changes.
The Author Gateway also provides detailed artwork guidelines, copyright information, and
answers to frequently asked questions.
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ANEXO C - Ficha clinica individual

; UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

N
Y

Faculdade de Odontologia — Campus de Aracatuba
Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica
Disciplina de Estomatologia

Pesquisa: Deteccao do HPV por nPCR em carcinomas epidermdides de assoalho
bucal e sua correlacdo com variaveis clinico-patoldgicas, fatores de risco e
sobrevida.

Aluna: Luciana Estevam Simonato

1

2
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6b - Categoria N: (1)No (2)N1 (3)N2a (4)N2b (5)N2c (6)N3 (
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7 - Anatomopatoldgico: (1) grau | (2) graull 3) graulll........ccceveennn.....
8 - Status: (1) vivo sem doenca (2) vivo com doenca (3) morte por cancer
(4) morte sem outras especificacoes (5) perda do segmento.................




63

ANEXO D - Protocolo de extracao de DNA com o sistema comercial
QlAamp DNA minikit®

u N W N

o

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

Transferir 25 mg de material parafinado para um tubo eppendorf
esterilizado;

Adicionar 1200 pL de xilol e agitar o tubo no vortex por 1 minuto;
Centrifugar a 20800 rcf por 5 minutos em temperatura ambiente;
Desprezar o sobrenadante;

Adicionar 1200 pL de etanol absoluto e agitar o tubo no vértex por 1
minuto;

Centrifugar a 20800 rcf por 5 minutos em temperatura ambiente;
Desprezar o sobrenadante;

Adicionar 1200 pL de etanol absoluto e agitar o tubo no vértex por 1
minuto;

Centrifugar a 20800 rcf por 5 minutos em temperatura ambiente;
Desprezar o sobrenadante;

Colocar o tubo na secadora a 37°C durante 10 a 15 minutos, com as
tampas abertas a fim de que o etanol remanescente evapore por
completo, restando apenas o corpo de fundo no tubo;

Acrescentar 180 pL de ATL (Tissue Lysis Buffer) para ressuspender o
corpo de fundo e 20 pL de proteinase K para lise completa do tecido;
Homogeneizar o tubo por 1 minuto no voértex;

Incubar o tubo em banho-maria a 56°C durante 3 horas, agitando-o
em intervalos de 1 hora por 1 minuto no vortex;

Apos esse periodo, centrifugar o tubo por 10 segundos a 20800 rcf e
adicionar 200 pL de AL (fornecido pelo kit), agitar o tubo por 15
segundos no vortex e, em seguida, colocar na secadora a 70°C por 10
minutos, para que ocorra a inativacao na proteinase K residual;
Acrescentar 100 pL de etanol absoluto, agitar por 15 segundos no
vortex e centrifugar por 10 segundos a 20800 rcf;

Transferir a mistura para a coluna sobreposta ao tubo (fornecida

pelo kit) e centrifugar durante 1 minuto a 6000 rcf, apds a



18.

19.

20.

21.

22.

centrifugacao, desprezar o filtrado;

Adicionar 500 yL de AW1 (Wash Buffer 1) e centrifugar por 1 minuto
a 6000 rcf, descartando o filtrado e o tubo;

Adicionar 500 pL de AW2 (Wash Buffer 2) e centrifugar por 3 minutos
a 20800 rcf, descartando o filtrado e o tubo;

Acrescentar 50 pyL de AE (Tris-HCL 10 mM, 0,5 mM EDTA, pH9.0) para
eluir o DNA, aguardar 1 minuto e centrifugar por 1 minuto a 6000 rcf;
Acrescentar 50 pyL de AE a coluna; repousar por 5 minutos e
centrifugar durante 1 minuto a 6000 rcf;

ApOs a eluicao do DNA, transferir a amostra para um tubo com rosca

e armazenar a temperatura de -20°C.



ANEXO E - Ilustracées do preparo das amostras

Obtencao de 5 cortes de 10 uym de espessura de cada bloco,
com o emprego de microtomo histologico.

Acondicionamento dos cortes em tubos plasticos tipo
eppendorf de 1,5 mL devidamente identificados.

Sistema comercial QlAamp DNA minikit® para extracao do
DNA.

Termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.) utilizado na
extracao do DNA.

Tubo plastico tipo eppendorf contendo a solucao de DNA
extraido.

Quantificacao do DNA obtido através do espectrofotometro
(Nanodrop ND-1000 UV-Vis).

Estocagem dos tubos contendo as amostras a -20°C.
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ANEXO F - Esquema e ilustracao da nPCR no genoma viral

>gi19627100|ref|NC_001526.1| Human papillomavirus - 16,
complete genome

ACTACAATAATTCATGTATAAAACT AAGGGCGT AACCGAAAT CGGT TGAACCGAAACCGGT TAGTA
TAAAAGCAGACATTTTATGCACCAAAAGAGAACT GCAATGT TTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAG
AAAGT TACCACAGT TATGCACAGAGCT GCAAACAACTATACATGATATAATATTAGAATGI GTGTA
CTGCAAGCAACAGT TACTGCGACGTGAGGTATATGACTTTCCTTTTCGGGATTTATGCATAGTATA
TAGAGATGCGAATCCATATGCTGTATGTGATAAATGT TTAAAGT TTTATTCTAAAATTAGT GAGTA
TAGACATTATTGITATAGT TTGTATGGAACAACAT TAGAACAGCAATACAACAAACCGT TGTGTGA
TTTGTTAATTAGGT GTATTAACT GT CAAAAGCCACT GT GT CCTGAAGAAAAGCAAAGACATCTGGA
CAAAAAGCAAAGATTCCATAATATAAGCGEGET CGGT GGACCCGT CGATGTATGTCTTGT TGCAGATC
ATCAAGAACACGT AGAGAAACCCAGCT GTAATCATGCATGGAGATACACCTACATTGCATGAATAT
ATGTTAGATTTGCAACCAGAGACAACTGATCTCTACTGT TATGAGCAAT TAAATGACAGCTCAGAG
GAGGAGGAT GAAATAGAT GGT CCAGCT GGACAAGCAGAACCGGACAGAGCCCATTACAATATTGTA
ACCTTTTGITGCAAGTGTGACTCTACGCTTCGGT TGT GCGTACAAAGCACACACGTAGACATTCGT
ACTTTGGAAGACCT GTTAATGGGECACACTAGGAAT TGT GT GCCCCATCTGT TCTCAGAAACCATAA
TCTACCATGGCTGAT CCTGCAGGT ACCAAT GGCGAAGAGGGTACCCGATGTAATGGATGGT TTTAT
GTAGAGCCT GTAGT GGAAAAAAAAACAGGGGAT GCTATAT CAGAT GACGAGAACGAAAAT GACAGT
GATACAGGT GAAGATTTGGTAGATTTTATAGTAAATGATAATGATTATTTAACACAGGCAGAAACA
GAGACAGCACATGCGT TGT TTACT GCACAGGAAGCAAAACAACATAGAGATGCAGTACAGGTI TCTA
AAACGAAAGTATTTGGTAGT CCACTTAGTGATATTAGT GGATGT GTAGACAATAATATTAGT CCTA
GATTAAAAGCTATATGTATAGAAAAACAAAGT AGAGCT GCCAAAAAGGAGATTATTTGAAAGCGAAG
ACAGCGGGT ATGCCAATACT GAAGT GGAAACT CAGCAGAT GT TACAGGT AGAAGGGCGCCATGAGA
CTGAAACACCATGTAGT CAGTATAGT GGT GGAAGT GGGGGT GGT TGCAGT CAGTACAGT AGT GGAA
GTI' GGCEGAGAGGGT GT TAGT GAAAGACACACTATATGCCAAACACCACTTACAAATATTTTAAATG
TACTAAAAACT AGT AATGCAAAGGCAGCAAT GT TAGCAAAATTTAAAGAGT TATACGGGGTGAGT T
TTTCAGAATTAGTAAGACCATTTAAAAGT AATAAATCAACGT GT TGCGATTGGTGTATTGCTGCAT
TTGGACT TACACCCAGTATAGCTGACAGTATAAAAACACTATTACAACAATATTGITTATATTTAC
ACATTCAAAGT TTAGCATGT TCATGGGGAATGGT TGTGT TACTATTAGTAAGATATAAAT GTGGAA
AAAATAGAGAAACAATTGAAAAATTGCTGT CTAAACTATTATGT GTGT CTCCAATGT GTATGATGA
TAGAGCCTCCAAAAT TGCGTAGTACAGCAGCAGCATTATATTGGTATAAAACAGGT ATATCAAATA
TTAGI GAAGT GTATGGAGACACGCCAGAATGGATACAAAGACAAACAGTATTACAACATAGITTTA
ATGATTGTACATTTGAATTATCACAGATGGTACAAT GGGCCTACGATAATGACATAGTAGACGATA
GIGAAATTGCATATAAATATGCACAAT TGGCAGACACTAATAGT AATGCAAGT GCCTTTCTAAAAA
GTI'AATTCACAGGCAAAAAT TGTAAAGGAT TGT GCAACAAT GTGTAGACATTATAAACGAGCAGAAA
AAAAACAAAT GAGTATGAGT CAATGGATAAAATATAGAT GTGATAGGGTAGATGATGGAGGTGATT
GGAAGCAAATTGT TATGT TTTTAAGGTATCAAGGT GTAGAGT TTATGTCATTTTTAACTGCATTAA
AAAGATTTTTGCAAGGCATACCTAAAAAAAATTGCATAT TACTATAT GGT GCAGCTAACACAGGTA
AATCATTATTTGGTATGAGT TTAATGAAATTTCTGCAAGCGTCTGTAATATGI TTTGTAAATTCTA
AAAGCCATTTTTGGT TACAACCATTAGCAGATGCCAAAATAGGTATGI TAGATGATGCTACAGTGC
CCTGT TGGAACTACATAGATGACAATTTAAGAAATGCATTGGATGGAAATTTAGI TTCTATGGATG
TAAAGCATAGACCAT TGGTACAACT AAAATGCCCTCCATTATTAATTACATCTAACATTAATGCTG
GTACAGATTCTAGGTGGECCTTATTTACATAATAGATTGGTGGTGT TTACATTTCCTAATGAGITTC
CATTTGACGAAAACGGAAAT CCAGT GTATGAGCT TAATGATAAGAACTGGAAATCCTTTTTCTCAA
GGACGT GGTCCAGAT TAAGT TTGCACGAGGACGAGGACAAGGAAAACGATGGAGACT CTTTGCCAA
CGITTAAATGI GT GTCAGGACAAAATACTAACACATTATGAAAATGATAGTACAGACCTACGTGAC
CATATAGACTATTGGAAACACAT GCGCCTAGAATGTGCTATTTATTACAAGGCCAGAGAAATGGGA
TTTAAACATAT TAACCACCAAGT GGTGCCAACACT GCCTGTATCAAAGAATAAAGCATTACAAGCA
ATTGAACTGCAACTAACGT TAGAAACAATATATAACT CACAATATAGT AATGAAAAGT GGACATTA
CAAGACGT TAGCCTTGAAGT GTATTTAACT GCACCAACAGGATGTATAAAAAAACATGGATATACA
GTGGAAGT GCAGT TTGATGGAGACATATGCAATACAATGCATTATACAAACT GGACACATATATAT
ATTTGTGAAGAAGCATCAGTAACT GTGGTAGAGGGTCAAGT TGACTATTATGGT TTATATTATGI T
CATGAAGGAATACGAACATATTTTGT GCAGT TTAAAGATGATGCAGAAAAATATAGT AAAAATAAA
GIATGGGAAGT TCATGCGEGT GGT CAGGTAATATTATGT CCTACATCTGT GT TTAGCAGCAACGAA
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GTATCCTCTCCTGAAAT TATTAGGCAGCACT TGECCAACCACCCCGCCGCGACCCATACCAAAGCC
GTCGOCT TGGGCACCGAAGAAACACAGACGACT ATCCAGCGACCAAGAT CAGAGCCAGACACCGGA
AACCCCT GCCACACCACTAAGT TGT TGCACAGAGACT CAGT GGACAGT GCTCCAAT CCTCACTGCA
TTTAACAGCT CACACAAAGGACGGAT TAACT GTAATAGTAACACT ACACCCATAGTACATTTAAAA
GGTGATGCTAATACT TTAAAATGTTTAAGATATAGATTTAAAAAGCATTGTACATTGTATACTGCA
GTGTCGT CTACATGGCATTGGACAGGACATAAT GTAAAACAT AAAAGT GCAATTGTTACACTTACA
TATGATAGT GAATGGCAACGT GACCAAT TTTTGTCTCAAGT TAAAATACCAAAAACTATTACAGTG
TCTACTGGATTTATGTCTATATGACAAATCTTGATACT GCATCCACAACATTACTGGOGTGCTTTT
TGCTTTGCTTTGTGTGCTTTTGTGTGTCTGOCTAT TAATACGT CCGCTGCTTTTGTCTGTGTCTAC
ATACACATCATTAATAATATTGGTATTACTATTGTGGATAACAGCAGCCTCTGCGTTTAGGTGITT
TATTGTATATATTATATTTGTTTATATACCATTATTTTTAATACATACACATGCACGCTTTTTAAT
TACATAATGTATATGTACATAATGT AATTGT TACATAT AATTGT TGTATACCATAACTTACTATTT
TTTCTTTTTTATTTTCATATATAATTTTTTTTITTTGITTGITTGITTGITTTTTAATAAACTGITA
TTACTTAACAAT GOGACACAAACGT TCT GCAAAACGCACAAAACGT GCATCGGCTACCCAACT TTA
TAAAACAT GCAAACAGGCAGGT ACATGT CCACCT GACAT TATACCT AAGGT TGAAGGCAAAACT AT
TGCTGAACAAAT ATTACAATAT GGAAGTATGGGT GTATTTTTTGGTGGGT TAGGAATTGGAACAGG
GTCGGGTACAGGOGGACGCACT GGGTATAT TCCAT TGGGAACAAGGCCT COCACAGCTACAGATAC
ACTTGCTCCTGTAAGACCCCCT TTAACAGT AGATCCTGT GGGCOCT TCTGATCCTTCTATAGTTTC
TTTAGTGGAAGAAACTAGT TTTATTGAT GCTGGT GCACCAACAT CTGTACCT TCCATTCCCCCAGA
TGTATCAGGATTTAGTATTACTACTTCAACTGATACCACACCTGCTATATTAGATATTAATAATAC
TGTTACTACTGTTACTACACAT AATAATCCCACT TTCACTGACCCATCTGTATTGCAGCCTCCAAC
ACCTGCAGAAACT GGAGGGCAT TTTACACT TTCATCATCCACTATTAGTACACATAATTATGAAGA
AATTCCTATGGATACAT TTATTGT TAGCACAAACCCT AACACAGT AACTAGT AGCACACCCATACC
AGGGT CTCGCOCAGT GGCACGOCTAGGAT TATAT AGT CGCACAACACAACAGGT TAAAGT TGTAGA
COCTGCTTTTGTAACCACT CCCACTAAACT TATTACATATGATAATCCTGCATAT GAAGGTATAGA
TGTGGATAATACATTATATTTTTCTAGTAATGATAATAGTATTAATATAGCTCCAGATCCTGACTT
TTTGGATATAGTTGCTTTACATAGGCCAGCATTAACCT CTAGGOGTACT GGCATTAGGTACAGTAG
AATTGGTAAT AAACAAACACT ACGT ACT CGTAGT GGAAAAT CTATAGGT GCTAAGGTACATTATTA
TTATGATTTAAGTACTATTGATCCTGCAGAAGAAAT AGAAT TACAAACTATAACACCTTCTACATA
TACTACCACT TCACATGCAGOCTCACCTACT TCTATTAATAATGGATTATATGATATTTATGCAGA
TGACTTTATTACAGATACTTCTACAACCOCGGTACCAT CTGTACCCTCTACATCTTTATCAGGTTA
TATTCCTGCAAATACAACAATTCCTTTTGGT GGT GCATACAATATTCCTTTAGTATCAGGTCCTGA
TATACCCATTAATATAACT GACCAAGCT CCTTCATTAAT TCCTATAGT TCCAGGGT CTCCACAATA
TACAATTATTGCTGATGCAGGT GACT TTTATTTACATCCTAGT TATTACAT GTTACGAAAACGACG
TAAACGTTTACCATATTTTTTTTCAGATGTCTCTTTGGCTGOCTAGT GAGGCCACTGTCTACTTGC
CTCCTGTCCCAGTATCTAAGGT TGTAAGCACGGAT GAATATGT TGCACGCACAAACATATATTATC
ATGCAGGAACAT CCAGACTACT TGCAGT TGGACATCCCTAT TTTCCTATTAAAAAACCTAACAATA
ACAAAATATTAGT TCCTAAAGT ATCAGGAT TACAATACAGGGT ATTTAGAATACATTTACCTGACC
CCAATAAGTTTGGTTTTCCTGACACCT CATTTTATAATCCAGATACACAGCGGCTGGT TTGGGCCT
GTGTAGGTGTTGAGGT AGGT CGT GGTCAGOCAT TAGGT GTGGGCATTAGT GGCCATCCTTTATTAA
ATAAATTGGATGACACAGAAAAT GCTAGT GCTTATGCAGCAAAT GCAGGT GTGGATAATAGAGAAT
GTATATCTATGGAT TACAAACAAACACAAT TGTGTTTAATTGGTTGCAAACCACCTATAGGGGAAC
ACT GGGGCAAAGGAT CCOCAT GTACCAAT GTTGCAGT AAAT CCAGGT GATTGTCCACCATTAGAGT
TAAT AAACACAGT TATTCAGGATGGTGATATGGT TCATACTGGCTTTGGTGCTATGGACTTTACTA
CATTACAGGCT AACAAAAGT GAAGT TCCACT GGATATTTGTACAT CTATTTGCAAATATCCAGATT
ATATTAAAAT GGTGT CAGAACCATAT GGOGACAGCTTATTTTTTTATT TACGAAGGGAACAAATGT
TTGTTAGACATTTATTTAATAGGGCTGGTACTGTTGGT GAAAAT GTACCAGACGATTTATACATTA
AAGGCTCTGGGT CTACT GCAAAT TTAGCCAGT TCAAAT TAT TT T CCRAGACCTAGGEHFeHAHES

GCACAGGGECCACAATAATG
@CATTTGTTGGGGT AACCAACT ATTTGTTACT GTTGTTGATACTACACGCAGT ACAAATAT GTCAT
TATGTGCTGCCATATCTACT TCAGAAACTACATATAAAAAT ACTAACT TTAAGGAGTACCTACGAC
ATGGGGAGGAATATGATTTACAGT TTATTTTTCAACT GTGCAAAATAACCT TAACT GCAGACGTTA
TGACATACATACATTCTATGAATTCCACTATTTTGGAGGACT GGAATTTTGGTCTACAACCTCOCC
CAGGAGGCACACTAGAAGATACT TATAGGT TTGT AACCCAGGCAATTGCTTGTCAAAAACATACAC
CTCCAGCACCTAAAGAAGATGATCCCCTTAAAAAATACACTTTTTGGGAAGTAAATTTAAAGGAAA
AGTTTTCTGCAGACCTAGATCAGI‘.TCC.TIGGA

CCCACCACCTCATCTACCTCT ACAACT G
CTAAACGCAAAAAACGTAAGCTGT! AAGT ATTGTATGTATGTTGAATTAGIGITGI TTGT TGTGTAT
ATGITTGTATGTGCTTGTATGTGCTTGTAAATATTAAGT TGTATGTGTGTTTGTATGTATGGTATA
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ATAAACACGTGTGTATGTGT TTTTAAATGCTTGTGTAACTATTGT GTCATGCAACATAAATAAACT
TATTGITTCAACACCTACTAATTGTGI TGTGGT TATTCATTGTATATAAACTATATTTGCTACATC
CTGITTTTGITTTATATATACTATATTTTGIAGCGCCAGGCCCATTTTGTAGCTTCAACCGAATTC
GGITGCATGCTTTTTGGCACAAAATGTGT TTTTTTAAATAGI TCTATGT CAGCAACTATGGITTAA
ACTTGTACGITTCCTGCTTGCCATGCGTGCCAAATCCCTGI TTTCCTGACCTGCACTGCTTGCCAA
CCATTCCATTGITTTTTACACTGCACTATGT GCAACTACTGAATCACTATGTACATTGI GTCATAT
AAAATAAAT CACTAT GCGCCAACGCCT TACATACCGCTGI TAGGCACATATTTTTGECTTGITTTA
ACTAACCTAATTGCATATTTGGCATAAGGT TTAAACT TCTAAGGCCAACTAAATGT CACCCTAGI T
CATACATGAACTGTGTAAAGGTTAGTCATACATTGT TCATTTGTAAAACTGCACATGGEGTGTGTGC
AAACCGATTTTGGGT TACACATTTACAAGCAACTTATATAATAATACTAA

MY11 - GEMEAGGGWETATAAYAATGG
GCACAGGGECAE AATAATGG
452 pb
MY09 - CGTCCMARRGGAWACTGATC
GCAGGMTRRCCTWTGACTAG (COMPLEMENTAR)
GATCAGTWTCCRRTIMGGACG (INVERSO)
GATCAGTITCCITAGGACG

GP5+ - TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC
TTTGTTACTGTTGTTGATACTAC
142 pb
GP6+ - GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC
CTTTTTATTTGACATTTAGTATAAG (COMPLEMENTAR)
GAATATGATTTACAGTTTATTTTTC (INVERSO)

8581 6623 G765 F033
MY 11 GP5+

Ilustracao mostrando as localizacdes dos oligonucleotideos iniciadores
MY11/MY09 e GP5+/GP6+ na regiao L1 do genoma viral



ANEXO G - PCR para amplificacao do gene controle

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

PM 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 CO1 CO2 NO

268 pb

Figura 3 Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando resultado da amplificacao da o-
globina (268 pb) das 35 amostras de carcinoma epiderméide de assoalho bucal

*PM = peso molecular de 100 pb; CO1 = controle positivo 1 (DNA extraido de sangue humano);
CO02 = controle positivo 2 (DNA extraido de biopsia de condiloma acuminado); NO = controle (sem
DNA)
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