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Kawata, LT. Detecgédo do papilomavirus humano em carcinoma espinocelular de
orofaringe através da reagdo em cadeia da polimerase. correlacdo com dados
demograficos, clinico-patoldgicos e de sobrevida. [tese]. Aracatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2007.

RESUMO

Os resultados da presenca do papilomavirus humano (HPV) em relacdo ao
cancer das vias aerodigestivas superiores sao muito controversos. Destas vias, a
orofaringe tem sido a localizacdo com maior prevaléncia de HPV, o que desperta
grande interesse dos pesquisadores sobre a real participacdo do virus na
carcinogénese desta regidao. Este trabalho teve como objetivo verificar a
prevaléncia de HPV em pacientes com carcinoma espinocelular de orofaringe,
através da reacdo em cadeia polimerase (PCR) e correlaciona-la com dados
demograficos, clinico-patoldgicos e de sobrevida. O estudo foi realizado através
da andlise de 27 pecas oriundas de blocos de parafina obtidos de pacientes
portadores de carcinoma espinocelular de orofaringe diagnosticados e tratados no
Centro de Oncologia Bucal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP.
Foram realizadas extragbes do DNA com o QIAamp DNA minikit, conforme
instrucdo do fabricante. Apds confirmar a presenca e integridade do DNA, foi
realizada a nPCR para deteccdo do HPV. Dois grupos foram formados
considerando-se a presenca ou auséncia do HPV. Foram amplificadas 26
amostras para o gene B-globina sendo que o HPV foi detectado em 50% dos
casos estudados. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos em relacao as variaveis clinico-patolégicas e a sobrevida.

Palavras-chave: Neoplasias orofaringeas. Papillomaviridae. Reacdo em cadeia da

polimerase.



Kawata LT. Detection of human papillomavirus in oropharyngeal squamous cell
carcinoma by polymerase chain reaction. Correlation with demographic data,
clinicopathological aspects and survival [thesis]. Aracatuba: UNESP — Sao Paulo

State University; 2007.

ABSTRACT

Reports on the presence of human papillomavirus (HPV) in upper aerodigestive
tract are very controversial. In this tract, the oropharynx has been the site with the
highest prevalence of HPV, which encourage the great interest of researchers for
the real role of the virus in the carcinogenesis of this area. This study had the
objective of verifying the HPV prevalence in patients with oropharyngeal
squamous cell carcinoma using polymerase chain reaction (PCR) and its
correlation with demographic data, clinicopathological aspects and survival. This
study was accomplished by the analysis of embedded paraffin tissues of
oropharyngeal squamous cell carcinoma from 27 patients diagnosed and treated
in Sdo Paulo State University, Dentistry College of Aracatuba — UNESP. DNA
extraction was accomplished with QlAamp DNA minikit, according to the
manufacturer’s protocol. After confirming the presence and integrity of DNA,
nPCR for HPV was performed. Two groups were formed, considering patients
with HPV and without HPV. B-globin gene was PCR amplified in 26 samples and
the HPV detected in 50% of the studied cases. There was no statistically
significant difference between the groups in relation of clinicopathological variables

and survival.

Keywords: Oropharyngeal neoplasms. Papillomaviridae. Polymerase chain

reaction.
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1 INTRODUCAO*

O cancer é um problema de saude publica e sua etiologia é multifatorial.

Quando o céncer acomete a regido das vias aerodigestivas superiores, 0s

|’1-3

principais fatores de risco sdo o fumo e o alcool, ™ porém outros fatores tém sido

estudados pois a doenca também acomete nao fumantes e ndo alcodlatras. Apés
pesquisas apontarem a influéncia do HPV na carcinogénese do colo de dtero,*®
este virus também comecou a ser estudado como provavel fator de risco do

1,6-10

cancer das vias aerodigestivas superiores devido as semelhancas

morfolégicas.'"'?

O HPV é um DNA virus com tropismo pelo epitélio escamoso e com mais
de 120 tipos isolados.>'™ Os HPVs ndo oncogénicos como os tipos 6 e 11
induzem proliferagdes do epitélio como papilomas e condilomas, por outro lado os
HPVs oncogénicos como os tipos 16 e 18 sdo associados aos carcinomas.'* Os
tipos 16 e 18 sado capazes de transformar células epiteliais dos tratos genital e
respiratério. Essa transformacdo é resultado da fungdo de duas oncoproteinas
virais E6 e E7, que funcionalmente inativam o p53 e pRb, proteinas importantes
de genes supressores de tumores.'*"’
Os resultados da presenca do HPV em relacdo ao cancer das vias

4,8,9,11,18-23

aerodigestivas superiores sdo muito controversos, devido a

sensibilidade e especificidade do método de deteccdo, quantidade e populagéao
estudadas.'! 12124
Varios métodos tém sido estudados e empregados na deteccdo do HPV,

tais como avaliacdo histopatolégica, imunoistoquimica, imunoperoxidase

* Normalizacao segundo a revista International Journal of Cancer
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hibridizacao Southern blot, Northern blot, dot blot e in situ, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), imunofluorescéncia e seqlienciamento de DNA.*821:2427 A
deteccao do HPV pelo método da PCR é de alta sensibilidade, pois detecta o
virus mesmo quando houver menos de uma cépia de DNA viral.'>?®

Em relacdo a localizacao do cancer das vias aerodigestivas superiores, a
orofaringe tem sido a localizagdo com maior prevaléncia de HPV,2023252930 g que
desperta grande interesse dos pesquisadores sobre a real participacao do virus
na carcinogénese desta regiao.

Diferentemente das outras regides das vias aerodigestivas superiores, 0
cruzamento dos dados demograficos e clinico-patolégicos dos pacientes com
cancer de orofaringe e HPV positivos tém sido estatisticamente significativos para
alguns pesquisadores, sendo este grupo composto principalmente por pacientes
mais jovens, que nao fumam ou fumam menos, abstémios ou que bebem menos
e com tumores pobremente diferenciados.? 43133

A taxa de HPV é maior nos casos de cancer de orofaringe. Mas ndo ha
evidéncia do sinergismo entre a exposicao ao HPV e o uso do tabaco e alcool.

Por esta razao, além dos efeitos carcinogénicos do tabaco e alcool, acredita-se na

instabilidade gendmica induzida pelo HPV.%*

Os dados referentes a sobrevida sdo muito importantes, porém

controversos na medida em que alguns autores descrevem néo haver relagao do

4,20,32

HPV com a sobrevida e outros afirmam haver esta relacao, tornando o HPV

um fator prognéstico do cancer de orofaringe.®'#16:18:23.24.26.34-36
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2 PROPOSICAO
Verificar a prevaléncia de HPV em pacientes com carcinoma espinocelular
de orofaringe, através da técnica da reagdo em cadeia da polimerase, e

correlaciona-la com dados demograficos, clinico-patolégicos e de sobrevida.
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3 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FOA-UNESP). (Anexo A)

Este estudo baseia-se numa analise retrospectiva de 27 pecas oriundas de
blocos de parafina obtidos de pacientes portadores de carcinoma espinocelular de
orofaringe diagnosticados e tratados no periodo entre Janeiro de 1991 e
Dezembro de 2003, no Centro de Oncologia Bucal, Unidade Auxiliar da FOA-
UNESP.

As localizacdes especificas dos carcinomas de orofaringe eram: 6 em
palato mole, 7 em loja amigdaliana, 6 em amigdala, 4 em pilar amigdaliano, 3 em

base de lingua e 1 na Gvula.

EXTRACAO DO DNA

Dos blocos parafinados foram obtidos cortes histolégicos com 10
micrdmetros, de modo que o peso fosse 25mg conforme instrugdes do fabricante
do minikit, e coletados em tubos limpos de polipropileno. Foram adicionados
1.200 microlitros (ul) de xilol, os tubos foram agitados no vértex durante 1 minuto
e centrifugados a velocidade de 14.000 rotagdes por minuto (rpm) durante 5
minutos. O sobrenadante foi removido com pipeta e foram adicionados 1.200 ul
de alcool absoluto. Os tubos foram agitados no vértex durante 1 minuto e
centrifugados a velocidade de 14.000 rpm durante 5 minutos. O alcool foi
removido com pipeta e os tubos permaneceram abertos durante 10 minutos na
secadora a temperatura de 37° C. Realizou-se a extracao do DNA com o QlAamp

DNA minikit® (QUIAGEN Ltd, Alemanha) conforme instru¢éo do fabricante.
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A quantidade de DNA gendmico, assim como a pureza das amostras
obtidas, foi determinada por densidade 6ptica em espectrofotdmetro (NanoDrop®

ND-1000 UV-Vis).

PCR AMPLIFICACAO DO GENE CONTROLE

Foi realizada a PCR para o gene controle da B-globina para verificar a
presenca e integridade do DNA. Os componentes para PCR com volume de 20 ul
foram: 10,9 ul de agua ultrapura gsp (Invitrogen Life Technologies™, Carlsbad,
CA, EUA); 2,5 ul de tampao de PCR 10X (10 mM de Tris-HCI pH 8, e 50 mM de
KCl - Invitrogen Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA); 2 ul de MgCl,
(Invitrogen Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA); 1,5 ul de dNTPs
(deoxyribonucleoside 5'- triophosphates — dATP, dCTP, dGTPe dTTP — Amershan
Biosciences, Pisctaway, NJ, EUA); 15 pmol de cada oligonucleotideo
(PCO4/GH20%- Tabela 1) e 0,1 ul de Taq polimerase (Invitrogen Life
Technologies®, Brasil). Apds a mistura, em outra sala de procedimentos com o
auxilio do fluxo—laminar, foram adicionados 5 ul do DNA de cada amostra
totalizando um volume final de 25 pl. Foram utilizados 2 controles positivos sendo
um com sangue humano e outro com Hela, uma linhagem de células de
carcinoma cervical uterino com até 4 copias de HPV-18 por célula e o controle
negativo foi composto por mistura de amplificacao e agua ultrapura.

As reagbes foram conduzidas em um termociclador com a seguinte
programacgao: desnaturagdo inicial a 94°C por 10 minutos, 40 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 65°C por 1 minuto e extensdo a

72°C por 2 minutos, com extensdo final a 72°C por 7 minutos. Os produtos de
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PCR para o gene da B-globina foram analisados por eletroforese em gel de

agarose a 2%.

Tabela- 1 Seqléncias dos oligonucleotideos iniciadores

Iniciador* Sequiéncia (5-3’) Fragmento (pb)
PC04 CAACTTCATCCACGTTCAGCG
GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 268
MY11 GCMCAGGGWCTATAAYAATGG
MYO09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 450
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC
GP6+ GAAAAATAAACTTGTAAATCATATTC 150

* Invitrogen Life Technologies®, Brasil.

n-PCR PARA AMPLIFICACAO DO HPV

Apoés verificar a presenga e integridade do DNA, foi feita a nested PCR
para HPV. Os componentes para 12 etapa da n-PCR com volume de 20 ul foram:
10,7 wl de &gua ultrapura gsp (Invitrogen Life Technologies™, Carlsbad, CA,
EUA); 2,5 ul de tampéao de PCR 10X (10 mM de Tris-HCI pH 8, e 50 mM de KCI -
Invitrogen Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA); 2 ul de MgCl, (Invitrogen Life
Technologies®, Carlsbad, CA, EUA); 1,6 wl de dNTPs (deoxyribonucleoside 5’-
triophosphates — dATP, dCTP, dGTPe dTTP — Amershan Biosciences, Pisctaway,
NJ, EUA); 1,5 ul de cada oligonucleotideo (MY9/MY11%- tabela 1) e 0,2 pl de Taq
polimerase (Invitrogen Life Technologies®, Brasil). Apo6s a mistura, em outra sala
de procedimentos com o auxilio do fluxo—laminar, foram adicionados 5 pul do DNA

de cada amostra totalizando um volume final de 25 pl. Utilizou-se controle positivo
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com Hela, uma linhagem de células de carcinoma cervical uterino com até 4
copias de HPV-18 por célula e controle negativo foi composto por mistura de
amplificacéo e agua ultrapura.

As reagbes foram conduzidas em um termociclador com a seguinte
programacgao: desnaturagdo inicial a 94°C por 10 minutos, 40 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 40 segundos, com extensao final a 72°C por 4 minutos.

Os componentes para 22 etapa da n-PCR com volume de 23 ul foram: 13,7
ul de agua ultrapura gsp (Invitrogen Life Technologies™, Carlsbad, CA, EUA); 2,5
ul de tampao de PCR 10X (10 mM de Tris-HCI pH 8, e 50 mM de KCI - Invitrogen
Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA); 2 ul de MgCly (Invitrogen Life
Technologies®, Carlsbad, CA, EUA); 1,6 wl de dNTPs (deoxyribonucleoside 5’-
triophosphates — dATP, dCTP, dGTPe dTTP — Amershan Biosciences, Pisctaway,
NJ, EUA); 1,5 ul de cada oligonucleotideo (GP5+/GP6+%- tabela 1) e 0,2 ul de
Taq polimerase (Invitrogen Life Technologies®, Brasil). Apds a mistura, em outra
sala de procedimentos com o auxilio do fluxo—laminar, foram adicionados 2 pl do
produto da 12 etapa da n-PCR totalizando um volume final de 25 ul. Foram
utilizados controles positivo e negativo com amostras semelhantes a primeira
etapa. As reacbGes foram conduzidas em um termociclador com a seguinte
programacgdo: desnaturagdo inicial a 94°C por 10 minutos, 40 ciclos de
desnaturagao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 43°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 40 segundos, com extenséo final a 72°C por 4 minutos. Os produtos da

nPCR para HPV foram analisados apds eletroforese em gel de poliacrilamida a
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8% que foi realizada durante 3 horas e meia, sob voltagem de 100 volts. A

evidenciacao das bandas foi realizada em solugao de nitrato de prata.

ANALISE ESTATISTICA
Foi realizada a tabulacao dos dados demograficos, clinico-patoldgicos e de
sobrevida (anexo B) obtidos nos prontuarios dos pacientes, sendo que a Ultima

data de atualizacdo dos prontuarios foi Julho de 2007, em programa de

computador EPI INFO 2000*° (Center of Disease Control, Atlanta, GA, EUA).

Os pacientes deste estudo foram divididos em dois grupos. Um Grupo foi
denominado de HPV positivo, e agrupa os pacientes que tém o DNA do HPV. O
outro Grupo denominado HPV negativo, corresponde aos pacientes que nao tém
o DNA do HPV.

As variaveis demogréficas, clinicas e patolégicas foram analisadas em
relacdo aos grupos através do teste exato de Fisher. Somente as médias de
idades dos grupos foram analisadas através do teste t de Student. A sobrevida foi

avaliada empregando-se o método de Kaplan & Meier*' e teste de Log-Rank.
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4 RESULTADO

Das 27 amostras estudadas, 26 foram amplificadas para o gene B-globina
humana confirmando a presenca e integridade do DNA (Anexo C). Apo6s esta
etapa, utilizamos somente os 26 casos para estudar a presenca do HPV. Destas,
13 (50%) apresentaram o DNA do HPV através da n-PCR utilizando-se os

oligonucleotideos MY9/11 e GP5+/6+. (Fig. 1)
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Figura- 1 Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado da
amplificagcdo do HPV (150 pb) por nPCR das 26 amostras de carcinoma

espinocelular de orofaringe
*PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraido de HelLa);

CN = controle negativo (sem DNA)
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A idade dos pacientes do Grupo HPV negativo variou de 45 a 84 anos,
sendo que a média foi de 61,77 e a mediana foi de 57. A idade dos pacientes do
Grupo HPV positivo variou de 42 a 85 anos, sendo que a média foi de 57,31 e a
mediana foi de 59. Tanto o cruzamento entre as médias de idades dos grupos
quanto o cruzamento entre as faixas etarias (idade acima ou abaixo de 50 anos)
nao foram estatisticamente significativos (p=0,18 e p=0,5). (Tabela 2)

Os cruzamentos entre os grupos HPV negativo e HPV positivo ndo foram
estatisticamente significativos segundo as variaveis: sexo (p=0,24), raca (p=0,5),
tabagismo (p=0,76), etilismo (p=0,11), grau histolégico (p=0,5) e estadiamento

clinico (p=0,5). (Tabela 2)
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Tabela- 2 Correlacdo da presenca do HPV com as variaveis clinico-patolégicas

dos pacientes com carcinoma espinocelular de orofaringe.

Variaveis pacientes (%) HPV + (%) HPV - (%) P*
n =26 n=13 n=13
Idade 0,5
<50 5(19,2) 3(23,1) 2 (15,4)
>50 21(80,8) 10 (76,9) 11 (84,6)
Sexo 0,24
Masculino 24 (92,3) 13 (100) 11 (84,6)
Feminino 2(7,7) 0 2 (15,4)
Raca 0,5
Branca 23 (88,5) 11 (84,4) 12 (92,3)
Nao Branca 3(11,5) 2 (15,4) 1(7,7)
Tabagismo 0,76
Tabagista 24 (92,3) 12 (92,3) 12 (92,3)
N&o Tabagista 2(7,7) 1(7,7) 1(7,7)
Etilismo 0,11
Etilista 23 (88,5) 13 (100) 10 (76,9)
Abstémio 3(11,5) 0 3 (23,1)
Grau
histologico® 0,5
I 9 (34,6) 4 (30,8) 5(31,5)
Il 17 (65,4) 9 (69,2) 8 (68,
1l 0 0 0
Estadiamento
clinico® 0,5
lell 3(11,5) 2 (15,4) 1(7,7)
lelV 23 (88,5) 11 (84,6) 12 (92,3)

* teste exato de Fischer
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Ao final do periodo de acompanhamento, no Grupo HPV positivo, 12
pacientes foram a 6bito devido ao cancer e 1 paciente estava vivo com a doenca
(7,4 anos de acompanhamento). No Grupo HPV negativo, 7 pacientes foram a
Obito devido ao cancer, 2 foram a Obito devido a outras doencas e 4 estavam
vivos sem a doencga (10,6; 5,2; 7,8 e 3,6 anos de acompanhamento).

O teste Log-Rank que compara as curvas de probabilidade acumulada de
sobrevida entre o Grupo HPV negativo e HPV positivo ndo apresentou

significancia estatistica (P= 0,15). (Fig. 2)
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Figura- 2 Probabilidade de sobrevida acumulada dos pacientes com carcinoma
espinocelular de orofaringe segundo o Grupo HPV negativo e o Grupo HPV

Positivo, pelo método de Kaplan & Meier (P = 0.15, Log-Rank).
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DISCUSSAO

Segundo a literatura existe grande discrepancia em relacdo a
presenca do HPV no cancer de orofaringe, sendo que os indices variam de 0 a
82%. (Anexo D) Estes resultados discrepantes podem ser explicados pelas
caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes estudados®'' e diferentes
metodologias utilizadas, principalmente quanto a técnica de deteccao do
virus.*** Neste trabalho a deteccdo do HPV foi feita através da nPCR pois é uma
técnica de alta sensibilidade.®*?® Outro fator que pode explicar a amplitude da
prevaléncia do HPV é o tipo de material utilizado, sendo que a deteccao do HPV
em material fresco € maior quando comparada com material parafinado (55% e
43,5% respectivamente).>**° Alguns fatores podem contribuir para a falha na
realizacdo da PCR com DNA extraido de material parafinado, como a presenca
de substancias inibidoras*® e principalmente a degradacdo do DNA.*’ Esta pode
ocorrer devido ao tempo entre a remogao cirdrgica do tecido e a fixagéo, tipo de
fixacdo e duracdo da fixacdo.*’

Neste trabalho, dos 26 casos de carcinoma espinocelular de orofaringe, 13
apresentaram o HPV tendo uma prevaléncia de 50%, resultado que se aproxima
da maioria dos relatos da literatura.*®17:2%242529.32.354849 Ey astydo de Li et al.,'®
nenhum dos 16 pacientes com carcinoma de amigdala apresentou o HPV, fato
possivelmente explicado, segundo os autores, devido a baixa exposicdo ao virus
em algumas areas da China que pode ser comprovada pela baixa taxa de cancer
cervical e devido aos aspectos culturais quanto a atividade sexual.

Segundo Lindel et al.,

a baixa prevaléncia de HPV (14%) em seu estudo
pode ser devido ao avancado estadiamento clinico de seus pacientes pois alguns

autores como Mellin et al.*® relatam que tumores com estadiamento clinico Il e IV
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sdo menos infectados pelo HPV. Dados deste trabalho discordam desta
explicagcao pois, em nossa casuistica tivemos 88,5% dos nos casos em estadios
lll e IV e ainda assim verificamos alta prevaléncia do virus (50%).

Ernster et al.™®

relatam que a incidéncia de cancer de orofaringe no sexo
masculino estd aumentando no Colorado (2,54 para 3,47/100.000) e nos Estados
Unidos (4,34 para 4,81/100.000) e a razao referente ao nimero de pacientes com
HPV (positivos/negativos) também aumentou, sugerindo que este aumento de
incidéncia no cancer de orofaringe em homens pode ser causado pela
oncogénese do HPV.

Em relacdo a localizagéo do cancer de cabeca e pescoco, a orofaringe tem
sido a localizagdo com maior prevaléncia de HPV sendo especificamente a
amigdala o local mais acometido pelo virus.*%1"232930 Neste estudo dos 6
pacientes com cancer de amigdala, 3 tiveram o HPV, coincidindo com a taxa geral
que foi de 50%. N&o esta claro por que a amigdala é mais susceptivel a infecgéo
pelo HPV que outras localizacbes do trato aerodigestivo superior, entretanto
acredita-se que ha razbées as quais podem facilitar a infeccdo neste local
especifico do organismo. A primeira é que a amigdala contém invaginacées na
sua mucosa (criptas) que podem reter agentes infecciosos simplesmente pelo seu
ineficiente mecanismo de limpeza.®® A segunda razdo é que as criptas sdo
compostas por uma camada de epitélio. Esse tipo de tecido pode ser mais
sensivel ao HPV que o epitélio estratificado escamoso.?® E a Ultima razdo seria a
presenca de células imunologicamente competentes nesta regiao.*'’

Além da verificacdo da presenca do virus nos carcinomas, seria importante
analisar a forma com que o virus esta ligado as células, porém os dados ainda

|.12

sao controversos. Kim et al.’ = verificou que em 94,1% dos casos de carcinoma



30

espinocelular de amigdala com HPV, o virus estava na forma integrada (41,2%
completamente integrada e 52,9% na forma mista) e somente em 5,9%, o virus

estava na forma epissomal. Mellin et al.*

relatam que os virus, nos carcinomas de
amigdalas, estdo principalmente na forma epissomal. Outros estudos séao

necessarios para esclarecer a atividade de transcrigdo do virus.

Em relacao a idade, ndo houve diferencas entre os Grupos HPV negativo e
HPV positivo, quando a idade foi dividida em menor e maior que 50 anos e nem

4,16,20,29

em relacdo as médias, concordando com alguns estudos e discordando de

OUtrOS,6’14’31’32’48

que revelaram que o HPV foi mais associado a pacientes com
menor idade. Smith et al.®' ainda justificam a idade considerando que o virus é
sexualmente transmitido, considerando que 0s pacientes mais jovens tém mais
atividade sexual.

Neste estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
Grupos HPV negativo e HPV positivo, quando analisamos a variavel sexo,
ratificando dados de Gillison et al.,'® Baez et al.,?° Strome et al.** e Reimers et
al.** e contradizendo estudo de Lindel et al.?® e Mellin et al.** que revelaram que o
grupo HPV era formado predominantemente por mulheres.

|50

Segundo Haraf et al.”™ os canceres com a presenca do HPV sdo mais

prevalentes na raca branca discordando de nossa pesquisa e de Gillison et al.'
que relatam nao haver diferenca entre os grupos segundo a raca. Cremos que
esta variavel ndo tem correlagdo com a presenca do HPV.

Alguns autores relatam que no Grupo HPV positivo, os pacientes sao

compostos predominantemente por ndo tabagistas ou que fumam

menos, 3142629813350 at5 que ndo ocorreu em nosso trabalho, pois ndo houve
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diferenca significante entre tabagistas e n&o tabagistas, assim como em outros

trabalhos.*1%2°

Em relacdo consumo de alcool, ndao houve diferengca estatisticamente

significativa entre os grupos HPV negativo e HPV positivo concordando com

4,16,20,32

alguns autores e discordando de outros que revelam que no grupo HPV

positivo ha maior quantidade de pacientes nao alcodlatras ou que bebem menos.
6.14.26.2931.3350 Cape ressaltar que ndo ha padronizagdo da quantidade de &lcool
nos trabalhos revisados.

Neste trabalho ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos, segundo a variavel grau de diferenciacao histolégico, o que ratifica alguns

6,13,20,26,32,50 4,8,12,16,17,31,44,51

estudos porém discorda de outros que relatam que os

tumores com presencga do HPV sdo pobremente diferenciados. Ressalta-se ainda
que Begum et al..® Kim et al.,'® Gillison et al.® e EI-Mofty & Patil.*® encontraram
relacdo positiva entre tumores ndo queratinizados (basalbides) e a presencga do

HPV.

|34

Segundo D’Souza et al.”™ nao ha relacdo entre a presenca do HPV e o

estadiamento clinico concordando com este estudo e também com outros

61320293244 o discordando de Paz et al.* e Haraf et al.®® que relatam que a

presenca do HPV é mais comum nos casos de estadiamento clinico avangado.

Quanto a sobrevida, o HPV n&o alterou estatisticamente a média de

4,12,20,32,44

sobrevida, ratificando dados de alguns autores e discordando da maioria

dos outros que relatam que os pacientes HPV positivos tém melhor sobrevida em

6,14,16,19,23,24,26,33,36,51 Llndel et al 26

relacdo aos pacientes HPV negativos. relatam

que, em uma analise multivariada da sobrevida, a presenca do HPV é menos

|.16

importante que o tabagismo e o etilismo. Gillison et al.”® relataram que pacientes
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HPV positvos tém 59% de reducdo em caso de morte por cancer comparado com
grupo HPV negativo. Esta observagcdo pode ter impacto sobre o futuro do
tratamento destes pacientes pois protocolos podem ser criados e/ou modificados.
Além da presenca do HPV, a carga viral pode influenciar a sobrevida, sendo que
uma quantidade maior de HPV é relacionada a uma maior sobrevida.'®*

O motivo pelo qual os pacientes com carcinoma de orofaringe com HPV
tém melhor sobrevida nao esta bem esclarecido, porém algumas razdes sao
citadas como: uma melhor resposta a radioterapia, resposta imune a antigenos
virais e uma auséncia do campo de cancerizagdao, com conseqlente diminuicao

de segundos tumores primarios.'#26:33:51.52

O cancer de orofaringe com a presenca do HPV é uma entidade distinta de
outros tumores de cabeca e pescogo.®'314162948 gequndo D’Souza et al.,**
aqueles que praticaram sexo oral com mais de seis parceiros se revelaram 8,6
vezes mais propensos a desenvolver o cancer causado por HPV. Deste modo

16202434 que ressaltam a importancia de

corroboramos com alguns autores®
campanhas educativas e que uma racional vacinacao contra o HPV pode ser feita

em adolescentes com intuito de diminuir a prevaléncia do cancer de orofaringe.
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6 CONCLUSAO

A prevaléncia do HPV nos pacientes com carcinoma espinocelular de
orofaringe, neste trabalho, foi de 50% e nao houve correlagédo estatisticamente
significante entre o HPV e as variaveis: idade, sexo, raca, tabagismo, etilismo,

estadiamento clinico, grau de diferenciacao histoldgico e sobrevida.
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Anexo B- Modelo da ficha de transferéncia dos dados

CENTRO DE ONCOLOGIA BUCAL — UNESP

ESTUDO HPV EM OROFARINGE

(O I o (0] 0 (1= U o RS [ 11 ] - | |
02. LoCalizagao........uuueeeeeeiiiiieee e ( )
03. Data do diagnostico do primeiro tumor .........ccceeveecceeeeeeeeeecieneee. [ 1] | |
04. Sexo: (1)masculino  (2)feMIiNiNO.......cccooiiiiiiiii e ||
05. Cor: (1)branca (2) N0 DranCa........coecueeeiiee e ee e [ ]
0] G T o F=To SRR | | |
07. ProfiSS80....uuuiiiiiiiiiiiieeiee e ( )
08. Histéria familiar: (1) ndo (2) sim (3)sem informagao............cccceeeeernneee | |
09. Tabagismo: (0)abstémio (1) + (2) ++  (B) +++  (4) ++++

(5)SeM INFOIMAGEAD. ... eeieeiiie et ee e e | |
10. Etilismo: (0)abstémio (1) + (2) ++ (3) +++  (4) ++++

(5)SeM INFOIMAGEAD. ... ettt ee e | |
11. Estadiamento clinico do carcinoma de orofaringe (EC)........ccovvcviieeeeeennnes ||
12. Grau de diferenciag@o (histologiCO).........ueviiiiiiiiiiie e | ]
13. Terapéutica do primeiro tumor:

(0)sem tratamento (1)RHD (2)cir (3)rxt (4)qt ..cevveeeeeriiiiiiiieeeens [ | + | |
14. Data da Ultima informagao:..........ccuvvieeeeeiiiiiieee e [ ||| |
15. Condicao do paciente na ultima informacéo:

(1)vivo sem doenca (2)vivo com doenca (3)morte por cancer

(4)morte soe (5)perdido de SegUIMENTO......ccuviiiiiiiiiieeie e | ]

1B.0DSEIVAGOES. ....eeeeei ettt e e e e b e e e e e e as
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Anexo C- Figura

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

268
pb

PM 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 CP1CP2CN

Figura Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando resultado da amplificacdo
da betaglobina (268 pb) por PCR das 27 amostras de carcinoma espinocelular de
orofaringe

*PM = peso molecular de 100 pb; CP1 = controle positivo (DNA extraido de
sangue humano); CP2 = controle positivo (DNA extraido de HelLa); CN = controle

negativo (sem DNA)



Anexo D- Tabela

Tabela - Prevaléncia do HPV em estudos com cancer de orofaringe e amigdala.
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Estudo localizagdo | Método de Tipo de HPV Y%
deteccao Material positivo
Haraf et al. 1996 orofaringe PCR parafinado 10/26 38
Paz et al. 1997 loja PCR tecido fresco 9/15 60
amigdaliana
Wilczynski et al. 1998 amigdala PCR,SB e tecido fresco e 14/22 64
HIS* parafinado
Capone et al. 2000 orofaringe PCR e HIS tecido fresco e 917 53
parafinado
Gillison et al. 2000 orofaringe PCR,SB e tecido fresco 34/60 56
HIS
Mellin et al. 2000 amigdala PCR parafinado 26/60 43
Klussmann et al. 2001 orofaringe nPCR tecido fresco 15/33 45
Lindel et al. 2001 orofaringe PCR parafinado 14/99 14
Mellin et al. 2002 amigdala PCR tecido fresco 11/22 55
Ringstrom et al. 2002 orofaringe PCR tecido fresco 15/29 52
Strome et al. 2002 amigdala PCR e nPCR parafinado 24/52 46
Li et al. 2003 amigdala PCR parafinado 31/67 46
Li et al. 2003 amigdala PCR e nPCR parafinado 0/16 0
Mellin et al. 2003 amigdala PCR parafinado 27/60 45
Ritchie et al. 2003 orofaringe PCR parafinado 19/45 42
Baez et al. 2004 orofaringe PCR tecido fresco 10/16 62
Li et al. 2004 amigdala PCR e nPCR parafinado 21/50 42
Smith et al. 2004 orofaringe PCR parafinado 25/67 37
Begum et al. 2005 orofaringe HIS parafinado 37/45 82
Hansson et al. 2005 orofaringe nPCR células exfoliadas 25/46 54
parafinado,
Kreimer et al. 2005 orofaringe PCR tecido fresco e 345/969 35
células exfoliadas
Kreimer et al. 2005 orofaringe PCR tecido fresco 25/116 21
El-Mofty et al. 2006 orofaringe PCR parafinado 12/20 60
Licitra et al. 2006 orofaringe Real time parafinado 17/90 19
PCR
Weinberger et al. 2006 orofaringe Real time parafinado 48/ 79 61
PCR
D’Souza et al. 2007 orofaringe HIS parafinado 72/100 72
Kim et al. 2007 amigdala Real time parafinado 38/52 73
PCR
Reimers et al. 2007 orofaringe nPCR tecido fresco 30/106 28

*SB- hibridizagao Southern Blot; HIS- hibridizagao in situ
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Anexo E- Revisao de literatura

Revisao de literatura

Haraf et al. (1996) estudaram a relacdo entre o p53 e o HPV em 66
pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pescoc¢o. Vinte e quatro
porcento dos pacientes tiveram mutacées no p53 e 18% foram HPV positivos.
Somente 1 paciente foi positivo para ambas as variaveis. O cancer de amigdala
foi associado ao HPV e inversamente relacionado ao tabagismo e etilismo. O HPV
pode ser relacionado ao cancer em pacientes sem os tradicionais fatores de risco.

Paz et al. (1997) avaliaram a presenca do HPV em 167 tumores de
pacientes com cancer de cabeca e pescoco e esbdfago através da PCR, com
tecido fresco. O virus foi encontrado em 15% dos 167 tumores sendo: 9/15 nos
casos de loja amigdaliana, 5/39 nos casos de lingua, 2/15 nos casos de assoalho
de boca, 0/11 nos casos de esbdfago e 0/7 nos casos de faringe entre outros. Nao
houve relacdo entre o HPV e o sexo, idade, tabagismo e etilismo. O HPV foi
associado a tumores com estadiamento clinico avancado porém sem alteracado na
sobrevida.

Andl et al. (1998) realizaram estudo com 208 carcinomas espinocelulares
de cabeca e pescoc¢o e analisaram a presenca do pRb. Destes, 23 tumores (11%)
que estavam localizados nas amigdalas mostraram auséncia ou grande redugao
do pRb. O HPV foi relacionado com a etiologia dos tumores sugerindo uma
funcional inativagéo do pRb pelo gene E7.

Wilczynski et al. (1998) estudaram 22 pacientes com carcinoma

espinocelular de amigdala. A presenca do HPV foi analisada através da PCR
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utilizando os oligonucleotideos MY09/MY11. Os tumores foram classificados em
bem  queratinizados, = moderadamente  queratinizados e  pobremente
queratinizados. O HPV foi detectado em 14 (64%) casos, sendo 11 do tipo 16, 1
do tipo 33, 1 do tipo 59 e 1 caso sem classificagdo. O virus acometeu
principalmente os tumores classificados como pobremente queratinizados (10
casos).

Capone et al. (2000) avaliaram a presengca do HPV em 70 pacientes com
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco. A deteccdo foi realizada em
tecidos tumorais frescos e no sangue através da PCR, dot blot hibridizagao,
southern blot hibridizacao e hibridizacdo in situ. Combinando a PCR com
hibridizacao in situ 9/17 (53%) dos tumores de orofaringe, 3/10 (30%) tumores de
boca, 2/17 (12%) tumores de laringe e 1/4 (25%) de hipofaringe foram HPV
positivos. Destes 13 que foram positivos para L1 e E7, 85% tinham lesbes
avancadas (estadiamento clinico Ill e IV). Das amostras de sangue apenas 11/66
(17%) foram positivos para o HPV. De 13 amostras positivas para HPV no tecido
fresco, 6 também foram positivas para andlise do sangue e apresentavam
estadiamento clinico avancado sendo que 4 desenvolveram metastase a
distancia. A presenca do HPV no sangue de pacientes com carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco HPV positivos pode servir como um marcador
para metastase.

Gillison et al. (2000) estudaram 253 pacientes com carcinoma espinocelular
de cabeca e pescoco. Foi verificada a presenca do HPV através da PCR,
Southern Blot hibridizacdo e hibridizacao in situ. O virus foi identificado em 62
(25%) dos casos sendo 10 (16%) em boca, 34 (55%) em orofaringe, 2 (3%) em

hipofaringe e 16 (26%) em laringe. O tipo 16 esteve presente em 90%. O cancer



49

de orofaringe HPV positivo ocorre menos comumente nos mais alcodlatras e nos
tabagistas. E relacionado com o tipo histolégico basaléide, menos associado a
mutacdes no TP53 e tem maior sobrevida. O cancer de orofaringe HPV positivo é
uma doenca clinico e patologicamente distinta e com melhor progndstico.

Mellin et al. (2000) realizaram estudo com o objetivo de investigar a
freqiéncia do HPV em canceres de amigdala e correlacionar sua presenca com
fatores clinico-patolégicos e de sobrevida. O HPV foi analisado através da PCR
em 60 biépsias de carcinomas. Todos os pacientes foram tratados através da
radioterapia (45% exclusivamente e 55% associada a cirurgia). O HPV 16 foi
detectado em 26 casos (43%). A taxa de sobrevida, aos 5 anos, foi de 53,5% para
os pacientes HPV positivos e de 31,5% para os pacientes HPV negativos.
Concluiram que a presenca do HPV é um fator prognostico favoravel no cancer
de amigdala e pode ser usado como marcador para otimizar o tratamento.

Klussmann et al. (2001) avaliaram 98 pacientes com carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco através da nPCR. Encontraram 26% de
prevaléncia sendo que a orofaringe foi a localizagdo com maior porcentagem
(45%). Relatam especial atencdo as amigdalas que tiveram 58% de amostras
com positividade para o virus. No carcinoma de amigdala, a presenga do HPV
teve correlacao estatisticamente significante com o menor consumo de alcool,
tabaco e tumores indiferenciados. Concluiram que os carcinomas de amigdala
HPV positivos e HPV negativos sao entidades diferentes e que os convencionais
fatores de risco sdo menos importantes nos casos positivos.

Lindel et al. (2001) estudaram tecidos parafinados de 99 pacientes com
carcinoma espinocelular de orofaringe através da PCR. O virus foi encontrado em

14 pecas sendo 11 do tipo 16, 1 do tipo 33, 1 do tipo 35 e 1 do tipo 45 . Esta baixa
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prevaléncia de HPV (14%) pode ser devido ao avancado estadiamento clinico de
seus pacientes pois alguns autores relatam que tumores com estadiamento
clinico lll e IV sao menos infectados pelo HPV. O grupo HPV positivo foi
composto principalmente por mulheres, com idade maior que 56 anos, nao
fumantes e ndo alcodlatras e com melhor sobrevida.

Miller & Johnstone (2001) em meta-anélise de 1982-1997 avaliaram 4680
amostras de tecido fresco e parafinado sendo que observaram o HPV em 10%
dos casos de mucosa normal, 22,2% nos casos de leucoplasia, 26,2% em casos
de carcinoma in situ e 46,5% nos casos de carcinoma espinocelular. Concluiram
que o HPV é um fator de risco independente e de suma importancia no
carcinoma, sendo que os seus resultados indicam que a deteccéo do HPV é duas
a trés vezes mais comum em lesdes pré-malignas e 4,7 vezes mais comum em
carcinoma espinocelular, quando comparado com a mucosa oral normal.

Mellin et al. (2002) analisaram a presenca do HPV em tecido fresco de 22
canceres de amigdala. O virus foi detectado em 12 (55%) dos casos. Avaliaram
também a carga viral do HPV e verificaram que aqueles que apresentavam 190
ou mais copias de HPV 16/beta-actina tiveram melhor sobrevida do que aqueles
que apresentavam 60 copias ou menos de HPV 16/beta-actina e que o virus
apresentava-se principalmente na forma epissomal.

Ringstrém et al. (2002) estudaram 89 carcinomas de cabeca e pescoco
sendo que a maioria era localizada na cavidade oral, seguida da orofaringe.
Através da PCR detectaram que 20% das amostras eram HPV 16 positivas (52%
na orofaringe e 5% na cavidade oral). Caracterizaram o grupo HPV positivo como
tendo menor idade, que consumiam menos quantidade de alcool e com melhor

sobrevida tendo entdo um processo de doenga distinto.
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Strome et al. (2002) utilizaram a PCR para identificar o HPV em tecidos de
amigdala e linfonodos de 52 pacientes com carcinoma espinocelular de amigdala.
O resultado foi relacionado com dados clinicos. O HPV foi identificado em 46%
dos pacientes e o sequienciamento mostrou que 40% eram do tipo 16. Quinze de
16 pacientes com o HPV com metastase regional mostravam evidéncia do virus
nos linfonodos em analise histopatolégica. Dezessete de 23 linfonodos negativos
para o HPV pela histologia, mostravam positivos pela PCR. Concluiram que o
HPV é um fator de risco independente no carcinoma de amigdala e que a
presenca do virus em linfonodos, histologicamente positivos e negativos de
pacientes com tumores HPV positivos, suporta que o HPV participa na
oncogénese do carcinoma de amigdala.

Li et al.'™ (2003) nao detectaram a presenca do HPV em tecidos
parafinados de 16 pacientes com carcinoma espinocelular de amigdala. Justificam
esse fato devido a baixa exposicao ao virus em algumas areas da China, que
pode ser comprovada pela baixa taxa de cancer cervical e devido a fatores
culturais em relacdo ao sexo oral. Estudaram também a expressdao de
marcadores do ciclo celular através da imunoistoquimica. Relatam que assim
como estudo semelhante realizado na Australia, os carcinomas HPV negativos
foram super-expressados para pRb e ciclina e pouco expressados para o p16.

Li et al.'’® (2003) estudaram 86 pacientes com cancer de amigdala e
verificaram a prevaléncia do HPV através da PCR. Também realizaram
imunoistoquimica para marcadores do ciclo celular. A presenca do HPV pbde ser
analisada em 67 tumores, sendo que o virus foi encontrado em 31 (46%) tumores.
O tipo 16 foi predominante. Nenhum dos marcadores do ciclo celular (p53, p21,

pRb, p16, ciclina D1 e p27) teve relacdo com recidiva e sobrevida. Concluiram
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relatando que o cancer de amigdala HPV positivo pode ter um comportamento
biolégico distinto e com caracteristicas menos agressivas. O HPV pode otimizar o
tratamento e ter valor prognéstico.

Mellin et al. (2003) detectaram o HPV em 27(45%) pacientes com
carcinoma de amigdala que foram tratados com radioterapia, através da PCR com
oligonucleotideos GP5+/6+ sendo que todos os tumores apresentavam o tipo 16.
Os pacientes HPV positivos tiveram maior sobrevida do que os negativos.

Oliveira et al. (2003) realizaram revisao de literatura sobre o HPV e a
carcinogénese oral e concluiram que: Fica patente que a participacao do HPV na
carcinogénese oral esta associada a uma parte dos carcinomas orais e que a sua
acao nesse processo € sinérgica, ou seja, esta associada a outros carcindbgenos
quimicos e fisicos de grande importancia, como o fumo e o alcool. Apenas uma
reduzida porcentagem de carcinomas orais estaria associada exclusivamente a
acao das proteinas virais E5, E6 e E7, sem qualquer participacdo efetiva dos
anteriormente citados carcinégenos quimicos e fisicos.

Ritchie et al. (2003) avaliaram a presenga do HPV através da PCR e
sequenciamento de 139 pacientes com carcinomas de boca e de orofaringe. O
virus foi encontrado em 21% dos tumores sendo 83% do tipo 16. Risco para o
HPV foi associado ao sexo masculino, com histéria de sexo oro-genital e com a
orofaringe. Os pacientes HPV positivos tiveram maior sobrevida que os HPV
negativos. O HPV foi identificado com um fator prognéstico no cancer de boca e
orofaringe.

Baez et al. (2004) analisaram 118 pacientes em Porto Rico com carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco. Em 52 pacientes (44%) foi observada a

presenca do HPV 16. Na orofaringe, 10/16 casos foram positivos para o virus.



53

Nao houve relagdo entre o HPV e o grau histolégico do tumor, estadiamento
clinico, tabagismo, etilismo e sobrevida.

Gillison & Lowy (2004), apés breve revisao, relatam que a afirmacao de
que prevaléncia do HPV varia de acordo com a area geografica, provavelmente
depende da prevaléncia do tabagismo e etilismo, assim como o comportamento
sexual associado ao virus. Relatam também a possibilidade da vacina contra o
HPV diminuir a incidéncia do cancer de cabeca e pescoco.

Li et al. (2004) estudaram 50 carcinomas espinocelulares de amigdala e
analisaram a presenca do HPV através da PCR e a expressao das proteinas do
ciclo celular (p53, pRb, p16, p21, p27 e ciclina D1). Como resultado tiveram que o
HPV estava presente em 42% das amostras sendo quase todas do tipo 16. Houve
significancia estatistica entre os HPV positivos e a reduzida expressao do pRb e
ciclina D1 e super-expressado da p16 e paciente jovens, sugerindo que tumores
HPV positivos sdo distintos dos HPV negativos.

Smith et al. (2004) estudaram a presenca do HPV em 193 pacientes com
cancer de boca e de orofaringe através da PCR e seqlenciamento com amostras
parafinadas e células exfoliadas da mucosa bucal. Também foi realizado um
questionario com informagdes sobre fatores de risco, praticas sexuais e histéria
médica. A prevaléncia do HPV foi de 20% no geral e 37% nos casos de
orofaringe. Pacientes jovens e que tinham mais parceiros sexuais foram
considerados fatores de risco para o HPV. Concluiram que a prevaléncia do HPV
€ alta em jovens com céancer de boca e orofaringe que tém vida sexua
tipicamente associada a transmissédo do virus. Concluiram, também que o teste
positivo para o HPV com células exfoliadas da boca é um fator predictivo para o

cancer.
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Syrjanen (2004) realizou revisao de literatura e verificou que até o fim do
ano de 2000, 432 canceres de amigdala foram analisados para avaliar a presenga
do HPV. A média de deteccéo foi de 51% com o tipo 16 sendo o mais prevalente
(84%). O numero de cépias de HPV é similar ao encontrado nos carcinomas
genitais (10-300 coépias/célula), embora o virus esteja principalmente na forma
epissomal. Relata a ndo clareza desses dados. Os pacientes com HPV sdo mais
jovens, tém melhor sobrevida e que a associacao com tradicionais fatores de risco
como tabagismo e etilismo &€ menos freqliente que nos pacientes HPV negativos.

Tinoco et al., (2004) estudaram retrospectivamente 66 laminas e blocos de
parafina com tecido biopsiado e fixado com formalina com o diagnostico de
carcinoma espinocelular em 38 casos, de hiperplasia epitelial papilomatosa em 20
casos e de papilomas em oito casos. Foi utilizado a imunoistoquimica para
analisar este material e determinar a possivel presenca do DNA viral nas
amostras citadas. A presenca do DNA viral (HPV) foi detectada em 16 dos 38
casos de carcinoma (42,5%), 19 em 20 casos de hiperplasia (95%) e em todos os
oito casos de papilomas (100%). Concluiram que as lesbes papilomatosas e
hiperplasicas da boca e orofaringe estdo associadas ao HPV, ao contrario do
carcinoma espinocelular que nao apresentou correlagdo estatistica significante
com este agente infeccioso.

Begum et al. (2005) detectaram a presenca do HPV através da hibridizacao
in situ em 38/172 pacientes com carcinomas de cabeca e pescoco sendo que em
37/45 o tumor estava localizado na orofaringe. Quanto a imunoistoquimica, 82%
dos casos HPV positivos exibiam forte e difusa marcacao para o p16 enquanto
gue somente 8% dos casos HPV negativos mostravam essa marcagdao. Também

realizaram comparacao entre 8 amigdalas com carcinoma, 8 amigdalas sem
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carcinomas (contralaterais das com carcinoma) e 8 amigdalas controle.
Verificaram a presenca de displasia em 8 amigdalas com carcinoma,
1contralateral e nenhuma no grupo controle. O virus nao foi encontrado no epitélio
normal. Relatam que o virus estava na forma integrada.

Hansson et al. (2005) realizaram estudo com 131 pacientes com cancer de
boca e orofaringe e 320 pacientes controles. Foram coletadas amostras através
de swabs no tumor, na loja amigdaliana e com bochechos e realizado a nPCR
com oligonucleotideos MY9/11 e GP5+/6+ para o HPV. As amostras positivas
foram sequenciadas. Dos 46 tumores de orofaringe 25 foram positivos para HPV
de alto risco e 2 para baixo risco. Dos casos controles somente 3/320 foram
positivos para HPV de alta risco e 13 para baixo risco.

Kreimer et al.'’ (2005) realizaram meta-analise de estudos com biépsias de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco que foram avaliados através da
PCR para avaliar prevaléncia do HPV, tipo e distribuicdo anatémica. De 5.046
carcinomas referente a 60 estudos, o HPV teve média de 25,9% de prevaléncia
sendo maior em orofaringe (35,6%) do que em boca (23,5%) e laringe (24%). O
tipo 16 foi a maioria dos HPVs de orofaringe (86,7%). Relataram que os estudos
da América do Norte mostraram maior prevaléncia do cancer de orofaringe que da
Europa (47% e 28,2% respectivamente).

Kreimer et al.*® (2005) realizaram estudo multicéntrico com 908 casos de
cancer de boca e orofaringe. Apbés os critérios de exclusdo, a amostras
constavam de 53 pacientes com cancer de boca e 25 com cancer de orofaringe,
ambos com o virus. Foi realizada a analise da carga viral e a presenca de
anticorpos para o HPV no sangue. Trés grupos foram formados sendo o primeiro

formado por pacientes HPV negativo, o segundo formado por HPV positivo com
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baixa carga viral e o terceiro formado por HPV positivo com alta carga viral. Os
anticorpos soroldgicos foram detectados em 9,7% no primeiro grupo, 22,2% no
segundo e 60% no terceiro. Os casos de HPV-16 positivos com baixa carga viral
foram mais freqlentes nos casos de orofaringe. Concluem que, como parece
existir forte relacdo da carga viral com a presenca de anticorpos sorolégicos, na
falta destes, a carga viral pode ajudar a delinear o tipo distinto de cancer de boca
e orofaringe HPV positivos.

Xavier et al. (2005) realizaram estudo com objetivo de verificar a
prevaléncia de achados sugestivos de HPV - coilocitose - em carcinoma
espinocelular oral e de orofaringe. Foram examinadas no microscépio 20 laminas,
sendo que como resultado, a coilocitose foi encontrada em 15 laminas,
correspondendo a 75% das amostras e em 4/4 amostras de orofaringe (100%).
Nao foi observada menor associagdo com alcool e tabaco.

El-Molfty & Patil (2006) comparam a presenca do HPV em dois grupos de
carcinoma de orofaringe sendo que o primeiro grupo era formado por lesdes
descritas como nao queratinizadas e o segundo grupo era formado por lesbes
classicamente queratinizadas. O HPV 16 foi encontrado em 10 (100%) das lesbes
nao queratinizadas e somente em 2 (20%) dos carcinomas classicos. Também
definiram padrées imunoistoquimicos. As lesdes nao queratinizadas foram
fortemente reativas para o p16 e Ki67 e pouco para o p53. As lesbes
queratinizadas foram pouco e focalmente reativas para o p16, pouco expressadas
para o Ki67 e tiveram alta expressao pelo p53 comparadas com o outro grupo.

Gillison (2006) relata que associacao entre o status do HPV nos tumores e
o progndstico €, atualmente, forte e consistente e que seu impacto nas pesquisas

clinicas envolvendo pacientes com céancer de cabeca e pescogo deva ser
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considerado. Sugere estudos prospectivos utilizando um local especifico e
avaliacao imunoistoquimica com o p16.

Fakhry & Gillison (2006) realizaram extensa revisao de literatura, relatando
que o HPV é reconhecido por participar na patogénese de um tipo distinto de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco, particularmente aqueles que
acometem as amigdalas. O tipo 16 é o mais identificado nos tumores HPV
positivos. O HPV pode estar alterando os dados demograficos dos pacientes com
carcinoma de cabeca e pescoco, com tendéncia a pacientes mais jovens, nao
tabagistas e nao etilistas. A presenca do HPV é um fator prognéstico, sendo que
0s pacientes com o virus tém a metade de chance de morte pelo cancer de
cabeca e pescogo quando comparado aos pacientes sem o virus.

Licitra et al. (2006) detectaram HPV tipo 16 em 17 (19%) de 90 canceres
de orofaringe e relataram evidéncia de integragédo viral no genoma das células
tumorais. Também mostraram que a presenca do HPV € inversamente associada
com uma funcional inativacdo do p53 pela oncoproteina E6 do HPV. Céanceres de
orofaringe HPV positivos tém aproximadamente 60% de redugdo na mortalidade
em 5 anos comparados aos HPV negativos.

Weinberger et al. (2006) estudaram a presenca do HPV através da PCR
em 79 carcinomas de orofaringe. Avaliaram também a expressao do p53, p16 e
Rb. Os tumores foram classificados em 3 classes com base na expressao do p16
e do HPV sendo: classe | HPV negativos e p16 pouco expressado, classe || HPV
positivos e p16 pouco expressado e classe Ill HPV positivos e p16 altamente
expressado. Sessenta e um porcento dos tumores foram HPV positivos e tiveram

melhor sobrevida comparados aos HPV negativos. Os tumores da classe Il
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tiveram melhora na sobrevida (79%) comparados com as duas outras classes (20

e 18%).

D’Souza et al. (2007) realizaram estudo caso-controle com 100 pacientes
diagnosticados com cancer de orofaringe e 200 pessoas saudaveis. Foi feita a
deteccao do HPV em tecidos tumorais parafinados e células exfoliadas da boca.
Também foi feito o exame sorolégicos destes pacientes para examinar a presenca
de anticorpos contra o HPV. Foi realizado o cruzamento entre os dados do HPV e
dados de questionario respondido pelos pacientes. Como resultado, o HPV 16 foi
detectado em 72% dos tumores através da hibridizagéo in situ. Ndo houve relagéo
de sinergismo entre o HPV e uso de tabaco e alcool sugerindo que ha
mecanismos distintos no desenvolvimento do céancer de orofaringe: um
predominantemente associado aos efeitos do tabaco e alcool e outro induzido
pela instabilidade gendémica devido ao HPV. Os pacientes cujas amostras de
sangue ou saliva indicaram infeccdo anterior por HIV se revelaram mais
propensos a desenvolver o cancer de orofaringe. Aqueles que praticaram sexo
oral com mais de seis parceiros se revelaram 8,6 vezes mais propensos a
desenvolver cancer causado por HPV. Em pacientes soropositivos para o HPV
16, as taxas de cancer de orofaringe ndo aumentam entre os mais fumantes e
alcodlatras. Entretanto quando os pacientes sdo soronegativos, a taxa de cancer

de orofaringe aumenta entre os mais fumantes e alcoodlatras.

Ernster et al. (2007) avaliaram 72 casos de cancer de orofaringe através da
PCR e encontraram o HPV 16 em 50 (69%). Também realizaram estudo
epidemiologico através do Colorado Central Cancer Register (CCCR) e do

Survveillance Epidemiology and End Results (SEER) que mostrou que a
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incidéncia de cancer de orofaringe em homens no Colorado aumentou de 2,54
para 3,47/100.000 enquanto a taxa aumentou de 4,34 para 4,81/100.000 nos
Estados Unidos. A razao HPV positivo/negativo foi de 0,72 (8/11) antes de 1995 e
de 3,81 (42/11) apds este periodo. A sobrevida melhorou no grupo com a

presencga do HPV.

Kim et al. (2007) estudaram 52 pacientes com carcinoma espinocelular de
amigdala e 61 pacientes com tonsilite como grupo controle. A prevaléncia do HPV
foi de 73,1% nos casos de carcinoma sendo 87,2% do tipo 16 e 11,6% nos casos
de tonsilite sendo 37,5% do tipo 16. Nos casos de tonsilite foram encontrados,
também, os tipos 6,11 e 84 que sao de baixo risco. Nos casos de carcinomas o
HPV estava presente na forma epissomal em 2/34 casos (5,9%), na forma
integrada em 14/34 casos (41,2%) e na forma epissomal e integrada (mista) em
18/34 casos (52,9%). Nos casos de tonsilite, os 3 exemplos examinados (100%)
apresentavam os virus estavam na forma epissomal. Comparando-se os tumores
HPV positivos com negativos, os positivos foram fortemente relacionados com a
super-expressao do p16 e baixa expressao para o EGFR. Nao houve diferenca na

sobrevida dos pacientes em relagdo a presenga do HPV.

Reimers et al. (2007) verificaram a presenca do HPV, a expressado do p16 e
EGFR em 106 carcinomas espinocelulares de orofaringe. O virus foi identificado
em 30 (28%) dos casos sendo 29 do tipo 16 e 1 do tipo 33. Quanto ao p16, 29/96
amostras foram consideradas positivas e quanto ao EGFR, 10/29 foram
consideradas positivas. Houve correlacao significativa entre o p16 e o HPV (HPV
positivos e p16 positivos) e tendéncia a relacéo inversa entre p16 e EGFR (p16

positivo, EGFR negativo). A correlacdo entre o HPV e o EGFR nao foi
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estatisticamente significativa. A presenca do HPV aumentou a média de sobrevida
porém nao foi estatisticamente significativo. A superexpressao do p16 aumentou
estatisticamente a média de sobrevida e expressdao do EGFR néao alterou

estatisticamente a sobrevida dos pacientes.

Syrjanen (2007) em editorial de revista em 2007, relata que mais pesquisas
sd0 necessarias para saber se 0 tabagismo é um fator independente ou
componente sinérgico do mecanismo do HPV associado ao carcinoma de boca e
orofaringe. Afirma também que a associacao entre alguns casos de cancer de
orofaringe e a infeccao pelo HPV parece firmemente estabelecida e que deve-se
considerar que canceres de boca, orofaringe e laringe possam ser prevenidos

pela vacina contra o HPV.
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Text

Software and Format. The latest version of Microsoft Word or Rich Text Format (RTF) is
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