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RESUMO



HASSUMI, M.K. Deteccio do HPV e avaliacio imunoistoquimica de proteinas
reguladoras do ciclo celular em carcinomas invasivos de laringe com e sem metastases.
2008. 75p. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

O mecanismo de oncogénese na laringe pode ser controlado por varios fatores, entre eles
fatores envolvidos na regulacdo do ciclo celular e outros de risco, tais como exposi¢ao
prolongada ao fumo e alcool. O desenvolvimento do cancer de laringe também pode estar
associado a infeccdo pelo HPV. Este estudo, anélise imunoistoquimica quantitativa de p53, p27
e Mdm?2, foi realizado em 54 pacientes com carcinoma invasivo de laringe subdivididos em:
carcinoma sem metdstase (laryngeal squamous cell carcinoma without metastasis - LSCC™ "),
com metdstase (laryngeal squamous cell carcinoma with metastasis - LSCCY) e linfonodos
cervicais (limph nodes biopsies - LB). A deteccao e tipificacio do HPV foram realizadas pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e os tipos de HPV avaliados foram HPV 6, 11, 16, 18,
31 e 33. Na andlise quantitativa, alta expressao de p53, p27 e Mdm?2 foi observada nos grupos
LSCCY e LSCC™" assim como nas bidpsias dos linfonodos cervicais, indicando que a
avaliacdo dessas proteinas poderia ndo discriminar carcinomas de laringe metastaticos € nao-
metastaticos. Detec¢do do HPV foi verificada em apenas 7.4% dos casos. Dentre os pacientes
HPV positivos, verificou-se expressdo negativa de p53. Por outro lado, alta expressao de p27 e
Mdm?2 foi observada. Em conclusdo, a avaliacdo quantitativa de pS3, p27 e Mdm?2 ndo permite

tracar um perfil complementar em lesdes metastaticas de laringe.

Palavras-chave: p53, p27, Mdm2, metastase, carcinoma de laringe.



ABSTRACT



HASSUMI, M.K. HPV detection and immunohistochemical expression of cell cycle
regulating proteins in metastatic and non-metastatic laryngeal carcinoma. 2008. 75p.
Dissertation (Mastery in Experimental Pathology) — Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto.

The mechanism of larynx oncogenesis could be controlled by various factors, most of
them involved in cell cycle regulation and other risk factors such as smoking and alcohol
abuse. The development of laryngeal carcinoma is associated with human papillomavirus
(HPV) infection. In this study, quantitative immunohistochemistry was perfomed for p53, p27
and Mdm?2 in 54 patients with invasive laryngeal squamous cell carcinoma without metastasis
(LSCCWT), with metastasis (LSCCW) and cervical lymph nodes (LB). HPV detection and
typing was performed by PCR and the HPV types evaluated were HPV 6, 11, 16, 18, 31 and
33. In the quantitative analysis higher p53, p27 and Mdm?2 expression was observed in both
LSCCY and LSCCW, as well in cervical lymph node biopsies with metastasis, may indicating
that evaluation of these proteins may not discriminate between metastatic and non-metastatic
laryngeal carcinoma. HPV was found in 7.4% of the cases. Among HPV- positive patients,
pS53 expression was negative. On the other hand, high p27 and Mdm?2 expression was observed.
In conclusion, these data suggest that quantitative evaluation of p53, p27 and Mdm2 does not

permit to determine a complementary profile in metastatic laryngeal lesions.

Keywords: p53, p27, Mdm2, metastasis, laryngeal carcinoma
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1.1 O CICLO CELULAR E O CANCER

O ciclo celular € dividido em 4 fases: G1 que é a preparacdo para sintese de DNA, S que
¢ a fase de sintese, G2 onde ha o preparo para a divisdo celular e por fim a fase M de mitose
(SHEER, 1996). No processo de divisdo celular, a acdo coordenada dos complexos CDKs
(cyclin-dependent kinases)/ciclinas, colabora na sucessdo de eventos moleculares em cada
fase do ciclo celular. Em cada fase, um complexo CDK/ciclina especifico € responsavel por
coordenar as atividades celulares daquele momento. Por sua vez, as proteinas inibidoras de
CDKs (CKI - cyclin - kinase inhibitors) controlam a acdo desse complexo, colaborando para a

interrupg¢ao do ciclo celular e reparo (ALBERTS et. al, 2002).

M
CdK2/ ciclina B CdK4,6/ ciclina D
G2
CdK2/ ciclinak-/ CdK2/ ciclina E
Representacdo esquemdtica do complexo ciclina/CDK nas diferentes fases do ciclo celular

(COOPER & HAUSMAN, 2003).

Desta forma, as proteinas CKI tém funcdo importante de supressdo tumoral, impedindo a
transformag¢ao maligna nas células normais.
Nas células normais, os danos produzidos no material genético podem ser sinalizados e

corrigidos, ativando mecanismos de controle da progressdao do ciclo celular, denominados
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checkpoints, quando as condicdes internas sdo desfavoraveis a divisao celular. Além de
controlar o bloqueio ou retardo do ciclo celular, os checkpoints fazem parte de uma ampla rede
de resposta ao dano celular, que pode incluir desde a ativagao de mecanismos de reparo,
ativacdo transcricional até a apoptose (COOPER e HAUSMAN, 2003). Este dltimo evento
ocorre nos casos onde a extensao do dano impossibilita a sua correcio (ZHOU e ELLEDGE,
2000). A desregulacdo desses eventos celulares quer pela desativacdo dos checkpoints ou pela
inibicdlo dos mecanismos de apoptose, pode favorecer a perpetuacdo de alteracoes,
contribuindo para a transformacao maligna ou cancer (COOPER e HAUSMAN, 2003).
Mundialmente considerado como um problema de saidde publica, o cancer representa
a terceira causa de morte no Brasil e segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima-se
que aproximadamente 470.000 novos casos da doenga sejam diagnosticados no ano de 2008. O
cancer de pele do tipo nao melanoma (115 mil novos casos) serd o mais incidente na populagao
brasileira, seguido pelos tumores de prostata (49 mil), de mama feminina (49 mil), de pulmao
(27 mil), de c6lon e reto (27 mil), de estdmago (22 mil) e de colo de utero (19 mil).
Acompanhando o mesmo perfil observado no resto do mundo, no Brasil os cinceres de
prostata e pulmao serdao os mais incidentes no sexo masculino, e os canceres de mama e colo

de ttero, no sexo feminino (INCA, 2008).

1.2 CANCER DE LARINGE

A laringe é um 6rgao formado por um arcabougo cartilaginoso, pela musculatura
intrinseca e por revestimento epitelial interno. Do ponto de vista filogenético, a funcado
primordial da laringe € a protec@o das vias aéreas inferiores, para evitar a entrada de liquidos e
alimentos. Também participa no mecanismo da fonacdo, onde a voz € produzida pela vibragao

das cordas vocais. (HIRANO e SATO, 1993).
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Dentre os diferentes tipos de neoplasias malignas, o cancer de laringe € o mais comum
da regidao da cabeca e pescoco, representando cerca de 25% dos tumores malignos que
acometem esta area e 2% de todas as doencas malignas. No mundo, estima-se um total de
159.000 novos casos de cancer de laringe a cada ano, sendo mais comum no sexo masculino
numa prevaléncia de 7:1. (PARKIN et al, 2005). Segundo Ferlay e colaboradores (2001) a
Europa € uma das dreas de maior risco para cancer de laringe sendo a maioria dos carcinomas
diagnosticados na faixa etdria de 65 anos ou mais e com um pico de incidéncia na sexta e
sétima década de vida.

Na populagdo brasileira ocorrem anualmente aproximadamente 8000 novos casos e
3000 mortes, sendo 3,8% homens e 0.6% mulheres. A cidade de Sao Paulo exibe uma das mais
altas taxas de incidéncia de cancer de laringe no mundo (WUNSCH FILHO, 2004). No Brasil,
segundo INCA, as regides sudeste, sul e centro-oeste do Brasil sdo as mais afetadas,
apresentando entre 1995 e 1999, uma taxa de mortalidade por 100.000 homens de 2,26 a 5,57 e
de 0,39 a 0,63 por 100.000 mulheres.

O cancer de laringe pode ser considerado uma doenca multifatorial influenciada tanto
por fatores ambientais como por estilo de vida. Consumo de dlcool e hébito tabagista sdo os
principais fatores de risco (DOSEMECI et al., 1997; ALTIERI et al., 2005). Adicionalmente, o
consumo associado de dlcool e cigarro pode multiplicar os riscos para a doenga (TUYNS et al.,
1988; TALAMINI et al., 2002). Outros fatores de risco associados ao cancer de laringe como
refluxo gastroesofdgico, exposicdo a elementos quimicos devido a danos ocupacionais e
infecgdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) podem ser considerados como co-fatores pra este

tipo de cancer (KREIMER et al., 2005; QADEER et al., 2006; SARTOR et al., 2007).
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1.2 a) O PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

O HPV ¢é um virus pertencente a familia Papovaviridae, envolvido por um capsideo
composto de duas proteinas estruturais, que se organizam em 72 subunidades (capsdémeros)
num arranjo icosaédrico. Este pequeno virus, com 55 nandmetros (nm) de diametro possui um
genoma circular, em dupla fita de DNA, que contém cerca de 8000 pares de base (pb) e peso
molecular de 5,2 x 10° daltons (ZUR HAUSEN, 2002). O genoma do HPV contém trés
regides: a primeira composta pelos genes denominados E (early), que sdo expressos
precocemente no ciclo do virus; a segunda é representada pelos genes L (late), que sdo
expressos nos estagios mais tardios. Essas duas regides sdo responsdveis pela codificagdo de
proteinas virais e representam, respectivamente, 45% e 40% do genoma viral. A terceira regiao
¢ denominada de regido de controle de replicacdo (LCR - Long Controll Region) que se
localiza no final de L1 e inicio de E6. (ZUR HAUSEN, 2002).

A regido E (early) € constituida por oito genes (E1 a E8), sendo que E3 e E8 ainda nao
tém funcdo conhecida. Essa regido codifica as proteinas envolvidas na replicacdo viral e, nos
HPVs de alto risco, sdo responsdveis pelo processo de imortalizacdo celular. A regidao L (late)
codifica as proteinas estruturais necessdrias para a formacgado do capsidio viral. A regido LCR ¢
uma regido regulatéria que contém os elementos regulatérios necessdrios para transcricao do
virus incluindo o promotor E e a origem de replicacdo viral (ori) (ZUR HAUSEN, 2002;
HEISE, 2003).

As regides L1 e L2 possuem seqiiéncia génica altamente conservada entre todos os
tipos de HPV e sdo responsdveis pela codificacdo de proteinas constituintes do capsidio viral,
as quais respondem por sua antigenicidade. Duas proteinas estruturais compdem o capsideo do
HPV: a proteina principal L1, de 54 Kilo Daltons (KDa) e a proteina secunddria L2, de 52 KDa

(MUNGER e HOWLEY,2002; ZUR HAUSEN, 2002).
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A regido ndo codificadora, denominada long control region (LCR) ou upstream
regulatory region (URR), possui aproximadamente 500 a 1000 pb e estd localizada entre os
genes L1 e o inicio da regido E6. Essa regido representa 15% do genoma viral e contém genes
responsaveis pelo controle de replicagdo do HPV (SOUZA, DOSTATNI, YANIV, 1990;
CHEAH e LOOI, 1998) A transcri¢do do HPV inicia-se a partir de um mesmo promotor, que
estd localizado préximo ao gene E6, entre os diferentes tipos virais (PFISTER e FUCHS,
1994).

Atualmente ja foram completamente descritos 118 tipos de HPV (DE VILLIERS et al.,
2004). De acordo com as propriedades bioldgicas, os tipos de HPV dividem-se em dois grupos:
cutaneotréfico e mucosatréfico. No grupo cutaneotréfico, encontra-se o HPVI1, agente
etiol6gico da verruga plantar, os HPVs 2 e 4 que causam as verrugas comuns, e cerca de 47
tipos virais associados a epidermodisplasia verruciforme (PFISTER, 2003). Por outro lado, no
grupo mucosatréfico encontram-se mais de 40 tipos de HPV que infectam principalmente a
superficie mucosa do trato genital e respiratério, dentre eles os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45

(DE VILLIERS, 1997).

1.2 b) RELACAO ENTRE HPV E AS LESOES PROLIFERATIVAS DE LARINGE

Virios estudos sugerem uma possivel relagdo do HPV na etiopatogénese de tumores
de cabeca e pescogo, incluindo cavidade oral, orofaringe e laringe em uma freqii€éncia muito
varidvel (TRAN, ROSE e O’BRIEN, 2007). Aproximadamente 25% dos carcinomas de
orofaringe tém apresentado infeccao pelo HPV e as taxas de positividade em carcinomas orais
tém variado de 4% a 31% (HERRERO, 2003; SYRJANEN, 2005).

A relagdo do HPV com o carcinoma de laringe ainda ndo estd bem estabelecida.

Alguns autores associam o HPV como fator etiol6gico desta doenca (JACOB et al., 2002;
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MORSHED et al., 2004) enquanto outros nao concordam com essa associacdo (LINDEBERG,
1999).

Segundo Syrjidnen e Surjdnen (1981) a primeira evidéncia da associac@o entre o HPV
e carcinoma de laringe surgiu pela detec¢do dos efeitos citopaticos tipicos do HPV nestas
lesdes. O mesmo autor no ano seguinte confirmou a presenga do HPV por imunoistoquimica
para demonstrar a expressio de proteinas estruturais do virus (SYRJANEN, SYRJANEN e
PYRHONEN, 1982). Porém a mais convincente evidéncia do HPV em carcinomas de laringe
deriva-se de estudos que demonstram DNA do virus em lesdes por diferentes métodos de
hibridiza¢do e PCR, sendo encontrados principalmente os tipos de HPV de alto risco 16, 18, 31
e 33 (HERRERO, 2003; SYRJANEN, 2004).

Nos carcinomas de laringe as taxas de detec¢do do HPV variam entre 8 e 58.8%, em
funcdo da sensibilidade e especificidade dos métodos moleculares de deteccao viral (Southern
blot, Hibridizacdo in situ ou PCR) ou resultante de diferencas geograficas e populacionais
(ALMADORI et al., 2001; GARCIA-MILIAN et al., 1998; ATULA et al., 1999; VENUTI et
al.,2000; JACOB et al., 2002). Por métodos moleculares menos sensiveis, como a hibridizacao
in situ, 0 DNA do HPV-16 foi detectado em 5 a 11% dos carcinomas de laringe (SYRJANEN,
1987; KAYA et al. 2001). Por outro lado quando a técnica de PCR ¢ utilizada, a freqiiéncia do
HPV-16 nessas lesdes malignas oscila entre 4 a 54% (PEREZ-AYALA, 1990; TORRENTE et
al. 2005). Parece altamente provavel que a presenca dos tipos de HPV de alto risco (16, 18, 31
e 33) é importante na etiologia de pelo menos alguns casos destas lesdes (SYRJANEN, 2005).

A importancia dos tipos de HPVs de baixo risco para o desenvolvimento de papilomas
laringeos estd bem estabelecida e os tipos de HPV predominantemente presentes sdo os HPV 6
e/ou 11, os quais sdo os agentes etioldgicos da papilomatose juvenil e adulta (VELYVYTE et
al., 2002). Essa doenca € caracterizada por multiplos papilomas benignos que inicialmente

crescem na corda vocal com subseqiiente avanco para outras dreas do trato respiratorio



21

(KASHIMA et al, 1992). A transformacdo maligna pode ocorrer apds longo decurso da
papilomatose, entretanto é um evento raro, ocorrendo apenas em 3 a 7% dos pacientes e
possivelmente associada a infec¢do por HPVs de baixo risco (GAYLIS e HAYDEN, 1991; LIE
et al., 1994; GO, SCHWATRZ e DONOVAN, 2003).

As formas de transmissdo do HPV no trato aéreo superior sdo algumas vezes
especulativas. Adultos sdo na maioria das vezes infectados pelo contato com pessoas
infectadas. Tem sido reconhecida que a papilomatose laringea em criangas € causada por
transmissdo vertical, quando o recém nascido ao atravessar o canal vaginal entra em contato
com fluido local contaminado (CASON, BEST e RAJU, 1999). Além disso, a transmissdo
orogenital € uma outra hipdtese plausivel e que explicaria a presenca dos tipos anogenitais de

HPYV na orofaringe (ZUR HAUSEN, 1996).

1.3 REGULADORES DO CICLO CELULAR

As principais familias de proteinas reguladoras que tem um papel importante no
controle de progressdo do ciclo celular sdo as ciclinas, quinases dependentes de ciclina
(CDK), os inibidores de CDKs (CKI) e os produtos dos genes supressores de tumor: p53 e

pRB . Duas familias de inibidores de CDKs (CKIs) regulam negativamente o ciclo celular. Os

INK4 INK4
5 6

membros da familia INK4, na qual incluem pl , p18 e p19 especificamente se

. pl
ligam a CDK4 e CDK6 e inibem sua associagdo com a ciclina D. Membros da familia
CIP/KIP, p21<™!, p27%"! ¢ p57%'%, também conhecidos como inibidores universais de CDK,
inibem a atividade quinase de vérios complexos de CDK. O produto do gene P53 é um

importante regulador em ambas as fases G1/S e G2/M ativando p21, que € capaz inibir a

formacdo do complexo ciclina/CDK e assim bloqueando o ciclo. Além de ativar a proteina
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p21, a p53 pode ativar Mdm2, uma proteina conhecida como regulador negativo de p53

(GOLIAS, CHARALABOPOULOS e CHARALABOPOULOS, 2004)

1.3a) A p53 E O CANCER

Segundo Hardisson (2003) alteragdes do gene P53 sdo uma das anormalidades
genéticas mais comuns em variados tipos de carcinomas, incluindo os de cabeca e pescogo.
Este gene, no qual é localizado no cromossomo 17pl13, tem uma relacio importante na
manuten¢do da integridade do genoma prevenindo a transformacio oncogénica, e seu produto,
a proteina p53, controla as funcdes essenciais da célula, associado a regulacdo do ciclo celular
e apoptose (CABANILLAS et al, 2007).

Quando a célula € exposta a algum tipo de estresse genotdxico tais como dano no DNA
e ativacdo de oncogenes, a proteina pS3 se acumula rapidamente através de mecanismos pos-
transcricionais, o que leva a uma parada no ciclo celular para reparo do DNA danificado ou
morte da célula por apoptose.

A inativacdo do gene P53, para Soussi e Lozano (2005), pode ser resultado de
mutacdo, que ocorre em aproximadamente 50% dos tumores humanos. No cancer de laringe a
perda da atividade de p53 por mutacdo é considerada um fendmeno comum, porém com um
padrao diferente dos outros tipos de tumores de cabecga e pescoco (BOSCH et al, 2004).

Em neoplasias malignas, a alta expressao da proteina pS3 foi observada, principalmente
em carcinomas de tire6ide (HORIE et al., 2001), nos carcinomas de esdfago (BAHNASSY et
al., 2005) e carcinoma oral (YANAMOTO et al., 2002).

Um estudo realizado por Klatka (2001) demonstrou uma alta propor¢do de p53 (90%)
em carcinomas de laringe. Estes resultados confirmam observagdes anteriores de alta

freqiiéncia de p53 em carcinomas laringeos (NADAL et al., 1995; PRUNERI et al., 1998).
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Dolcetti e colaboradores (1992) encontraram concordancia na expressdo de p53 entre
tumores primdrios de laringe e metastases em linfonodos, o que sugere que alteracdes de p53
ocorrem em estdgios iniciais da transformac¢do maligna, porém nao fornecem vantagens

adicionais para a progressao neopldsica.

1.3 b) A p27 E O CANCER

A proteina p27, membro da familia CIP/KIP, pode bloquear a progressao do ciclo
celular inibindo especificamente a CDK2 pela ligacdo de ambos os complexos ciclina E —
CDK2 e ciclina A -CDK2. (LACY et al., 2004; BLOOM e PAGANO, 2003). Embora os
niveis protéicos oscilem durante todo o ciclo celular, os niveis maximos dessa proteina sao
encontrados na fase de G1 e nas células quiescentes e em qualquer anormalidade durante o
ciclo celular, essa proteina passa a exercer seu papel de supressora de tumor (BLOOM e
PAGANO, 2003).

A presenca de altos niveis de p27 € freqiientemente encontrada em lesdes benignas
(CHETTY, 2002). A alta expressdo de p27 estd relacionada a inducdo de protecdo celular
através da apoptose. (COQUERET, 2003). Assim, a perda da expressdao de p27 impede o
reparo de danos genOmicos, favorecendo o processo de carcinogénese e resultando na
progressao tumoral.

Dele¢oes, metilacdes e aberragdes proteoliticas podem acarretar uma diminuicao da
expressdao de p27 (COQUERET, 2003). Nos tumores humanos sdo raras as mutacoes dessa
proteina e estudos recentes demonstram a diminui¢do da expressdo de p27 em diferentes tipos
de tumores (SKOMEDAL et al., 1999; KIM et al., 2000; KHOO, 2002; KUO, 2002; HWANG
et al., 2003). A baixa expressdo de p27 pode ser indicativa de maior potencial metastitico em

carcinoma espinocelular de mucosa oral, podendo ser utilizado com um marcador do potencial
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de metastase nessas lesdes (KUDO et al., 2005). No cancer bucal, a p27 é considerada um bom
marcador, capaz de indicar a suscetibilidade do individuo em desenvolver lesdes malignas,
avaliar a sobrevida do paciente e estimar o potencial de recidiva dessas lesdes (GUO-KANG et
al., 1999; KUROPKAT et al., 2001).

Apenas um limitado ndimero de autores tem investigado a relacio de p27 em
carcinomas de laringe (PIGNATARO et al., 2005). No cancer de laringe, a expressao
diminuida de p27 parece estar associada a expansao do tumor e a estdgios mais avancados da
doenca, sendo considerado um marcador de prognéstico (PRUNERI et al., 1999; HIRAI et al.,
2003). Embora a expressdao de p27 esteja relacionada com a diferenciacdo dos tumores de

laringe, sua associa¢do com metdstase ainda ndo foi claramente definida (LIU et al., 2003).

1.3¢) A Mdm2 E O CANCER

Um dos alvos de ativac@o transcricional da proteina p53 é o oncogene homodlogo
humano murino duplo minuto (Mdm?2). O Mdm2 é um oncogene cujo produto interage com a
proteina supressora de tumor p53 e direciona essa proteina para a degradacdo proteassOmica
ubiquitina mediada (HONDA, TANAKA, YASUDA, 1997). A ligagdo Mdm?2/p53 expde um
sinal de localizacdo nuclear (NLS), existente na proteina Mdm?2, permitindo o reconhecimento
deste complexo protéico para exportacdo do nucleo para o citoplasma. No citoplasma, o
complexo Mdm2/p53 € encaminhado para o proteassoma, onde Mdm2 tem funcdo de
ubiquitina-ligase, encaminhando a proteina p53 para degradacdo. Em seguida, Mdm?2 fica livre
para ser importada novamente para o nucleo (HARRIS e LEVINE, 2005). Assim, o controle de
funcdo de p53 € dependente dos estoques de Mdm?2 e sua superexpressdo poderd acarretar a

perda de controle de ciclo celular na fase G1/S, contribuindo para a transformacdo maligna
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celular (MENDHELSON et al., 2001). O resultado € uma inibi¢do da fun¢ao da p53 a qual é
necessaria para que o ciclo celular seja interrompido e a célula encaminhada a apoptose
(SOUZA, MESQUITA & GOMES, 2000).

A amplificacdo ou alta expressdo de Mdm2 comumente ocorre em tumores humanos,
incluindo sarcomas de partes mole, osteosarcoma, rabidomiossarcoma, carcinoma oral,
colorretal e mama, e melanomas. (FREEDMAN E LEVINE, 1999; ONEL e¢ CORDON-
CARDO, 2004; ABDEL-FATTAH et al, 2000).

Em tumores de cabeca e pescoco, tais como carcinoma de laringe e de boca o aumento
de expressdo de Mdm?2 parece estar associado a proliferacdo tumoral, podendo ser ttil como
marcador de transformacao celular maligna (PRUNERI et al., 1997; LI et al, 2000).

Em alguns tumores, o gene Mdm?2 pode apresentar-se pouco expresso, ocasionando
uma baixa concentragdo de suas proteinas e dessa forma, permitindo a superexpressao do alelo
mutante de p53. Portanto, o descontrole do Mdm2/p53 favorece a progressao maligna do tumor

sem a intervencao de mecanismos de apoptose.

1.4 HPV E OS REGULADORES DO CICLO CELULAR

As oncoproteinas E6 e E7, codificadas pelo virus HPV oncogénicos, induzem a
transformagdo celular através da interacdo com inumeras moléculas intracelulares, alterando a
expressdo de diversos genes. Possivelmente, os tumores infectados com HPV apresentam um
background molecular diferente dos nao infectados, o que pode ser ilustrado pelo fato de que o
prognéstico de pacientes com tumores infectados com HPV pode ser diferente dos nao-
infectados (RITCHIE et al., 2003) e estdo relacionadas com caracteristicas avancadas da

doenca (SMITH et al., 2004).
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H4 uma estreita correlagdo entre a presenga do genoma viral de alto risco e mutagdes na
seqiiéncia génica responsavel pela transcricdo e transducdo da proteina p53, freqiientemente
observada no cancer cervical primario (KIM, 1995), em lesdes malignas orais (MAO, 1995) e
nos tumores de laringe (ERDAMAR et al., 2002). Além disso, a proteina p53 estd ligada a
inativacdo de fatores de crescimento celular, como a proteina p21, PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) e Ki-67. Assim, as oncoproteinas E6 e E7 estdo envolvidas com a
degradacdo da proteina pS3 que passa a ndo mais exercer sua funcao inibitéria sobre proteinas
que controlam a divisdo da célula, também colaborando com a proliferacao celular
desordenada (SCULLY, FIELD e TANZAWA, 2000). Portanto, a inativacdo de p53 parece
representar o fator mais importante na progressio de malignidade, possivelmente por ndo
conseguir impedir diretamente a imortalizacao e transformagdo celular. A maioria dos genes
supressores de oncogenes participa diretamente na regulacdo dos eventos de sinalizagao,
estimulando a progressdo do ciclo celular e/ou a morte celular. Qualquer erro no controle de
reparo dos eventuais pontos de mutacdo ocorridos durante o ciclo, células sdo normalmente
encaminhadas para apoptose (MURAKAMI e WOUDE, 2001). Portanto, desregulacdo
combinada nos eventos celulares de controle e ou apoptose levam a transformacgdo celular
maligna: o cancer.

A maior expressdo de Mdm2 e p27 no cancer cervical parece ndo estar associada a
presenca de HPV de alto risco (TRONCONE et al., 1998). Entretanto, a associagdo da
expressdo de p27 e Mdm2 e a infeccdo pelo HPV nas lesdes de laringe ainda ndo foi
devidamente abordada para a avaliacdo da eventual desregulacdo funcional dessa proteina

supressora de tumor ocasionada pelo HPV.



2 OBJETIVOS
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1) Verificar a presenca do HPV em carcinomas epiderméides invasivos de laringe com e sem
metdstases através da deteccdo e identificacdo dos tipos de HPV de baixo ou alto risco (6,
11, 16, 18, 31 e 33).

2) Avaliar a expressao das proteinas p53, p27 e Mdm2 como possiveis marcadores de
metdstase em carcinomas epidermdides invasivos de laringe.

3) Verificar se existe associagdo entre HPV e expressdo imunoistoquimica de p53, p27 e

Mdm?2 em carcinomas epiderméides invasivos de laringe com e sem metastase.



3 CASUISTICA E METODOS
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3.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Experimentacio
Humana da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (USP), e

enquadrado como APROVADO, de acordo com o Processo n°. 12206/2004 (Anexo A).

3.2 CASUISTICA

Bidpsias de 54 pacientes foram selecionadas, de acordo com o diagndstico histologico de
carcinoma invasor de laringe e subdivididos em dois grupos, segundo a presenca ou auséncia
de metéstases em linfonodos. Destes, 27 pacientes apresentavam carcinoma invasor de laringe
com metastases e outros 27 pacientes apresentavam carcinoma invasor de laringe sem
metdstase. Nos pacientes com metdstase, foram avaliados cortes da lesdo primdria e de
metéstases respectivos linfonodos. Informacgdes clinico-patoldgicas tais como idade, sexo,
histéria de tabagismo e consumo de alcool foram coletadas dos laudos obtidos do servigo de
prontuérios, SAME (Servi¢o de Arquivo Médico) do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto
(USP). Os blocos de parafina foram selecionados retrospectivamente (1995 - 2004) do arquivo
de Servigo de Patologia (SERPAT) do HCFMRP-USP. Em seguida, cortes histologicos corados
em hematoxilina-eosina, pertencentes ao arquivo de laminas do servico citado, foram
reavaliados por patologista experiente. Todas as bidpsias foram submetidas a novos cortes
histolégicos de Sum de espessura, os quais foram colocados em laminas previamente
silanizadas com organosilano 4% em acetona e submetidas a0 método de imunoistoquimica
para avaliagdo das proteinas p53, p27 e Mdm2. Adicionalmente, outros cortes histolégicos da
mesma bidpsia, com espessura de 10um, foram utilizados para os procedimentos de extracao

de DNA, detecc¢do e identificacdo dos tipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31 e 33.
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3.3 REACAO DE IMUNOISTOQUIMICA

Para detec¢do das proteinas p53, p27 e Mdm?2 as reacdes de imunoistoquimica foram
realizadas utilizando o método de imunoperoxidase (Novostain, Novocastra, Newcastle, UK).
Os cortes foram desidratados em xilol, reidratados em graduacdo alcodlica crescente e
enxaguados em 4gua. Para inibicao da atividade da peroxidase endégena presente nos tecidos,
as laminas foram imersas em citrato de s6dio tamponado 10um, pH 6,0, e fervidos em panela
a vapor na temperatura de 95° a 99° por 40 minutos. Para inibir a peroxidase enddgena, os
cortes foram tratados com perdxido de hidrogénio a 3% por 20 minutos. A seguir, 0s cortes
foram lavados trés vezes com PBS e incubados com soro de cavalo por 30 minutos.
Posteriormente os cortes foram incubados com anticorpo primario contra p53 (diluido 1:400,
DAKO Gostrup, Denmark), p27KIP1 (diluido 1:50, Novocastra, Newcastle, Tyne, United
Kingdom) e Mdm2 Ab-1 (clone SMP14, diluido 1:100, Freemont, CA, USA) em camara
umida temperatura ambiente overnight. Apds a incubacdo com o anticorpo primadrio, as
laminas foram lavadas trés vezes em PBS, incubadas, consecutivamente, com anticorpo
secundério biotinilado (LSAB, DAKO, Glostrup, Dinamarca) e complexo estreptavidina-
biotina-peroxidase (LSAB, DAKO), a 37°C por 30 minutos a cada incubacdo. Entre cada um
dos procedimentos acima, as ldminas foram cuidadosamente lavadas trés vezes em solucdo de
PBS. Subsequentemente as laminas foram incubadas em solu¢do contendo Smg de
diaminobenzidina (DAB, GIBBICO, Gaithersburg, Maryland, USA), dissolvida em 5ml de
PBS e 100ul desta solucdo foi utilizada. A reagdo foi bloqueada com uma lavagem em PBS,
seguida por lavagem com &dgua destilada. Depois as laminas foram levemente contracoradas
com hematoxilina de Harris por 60 segundos para p53, p27 e Mdm2 e lavados em 4gua
corrente. A seguir foram reidratadas em trés solucdes de dlcool absoluto, seguidas de duas

imersdes em xilol e montadas com Permount (MERCK, Darmstadt, Alemanha).
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3.3 a) Controles

Dois controles foram incluidos para cada reacdo e para todas as proteinas avaliadas:
positivo e negativo. Os controles positivos foram cortes histoldgicos de carcinoma mamario
(p53), carcinoma invasor de laringe (p27) e amigdala humana normal (Mdm2). Os controles
negativos foram os mesmos tecidos humanos, apenas omitindo-se a etapa de incubac¢do com

anticorpo primario.

3.3 b) Aquisi¢@o das Imagens e Andlise Quantitativa de p53, p27 e Mdm2

Ap6s a reacdo de imunoistoquimica a imunomarcagao de p53, p27 e Mdm?2 foi avaliada
por patologista experiente e classificada como marcagao negativa, leve, moderada e intensa. Os
nucleos (pS3 e p27) ou citoplasma (Mdm2) positivos foram automaticamente quantificados
pelo equipamento Image-Pro Plus (Cybernetics, MD, EUA) o qual inclui um microscépio, uma
camera digital e um software para andlise de imagem. Em média, oito campos randdmicos do
microscopio foram selecionados para a andlise de 1000 células marcadas (ndcleo ou
citoplasma) por bidpsia em todos os pacientes. A aquisi¢do da imagem das laminas dos 54
pacientes com carcinoma de laringe (com e sem metéstase) e dos linfonodos cervicais foi
realizada por fotomicrografia e a imagem processada pelo software. Cada lamina foi
digitalizada e a segmentacdo foi controlada pelo filtro RGB existente no programa de analise
de imagem. A contagem automatica das células positivas foi estabelecida e expressa em
porcentagem. As andlises quantitativas de p53, p27 e Mdm?2 foram classificadas como
negativas quando os niveis das proteinas apresentavam-se insignificantes (<10%) ou positivas

com valores acima do cut-off (10%), como proposto por Yanamoto e colaboradores, 2002.
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3.4 DETECCAO E TIPAGEM DO HPV

3.4 a) Extracdo de DNA gendmico de tecido parafinizado

Dois cortes histologicos de tecido parafinizado, com 15um de espessura foram
transferidos para eppendorfs estéreis, adicionados de 1000 ul de xilol absoluto em cada tubo. O
tecido parafinizado contendo xilol foi homogeneizado por inversao e incubado em banho maria
a 56°C, por 10 min seguido de centrifugacdo 12.000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi
descartado e esse procedimento foi repetido por 3 a 5 vezes para retirada completa da parafina.
Na dltima centrifugacdo, o sobrenadante foi removido, adicionaram-se 750 ul de xilol absoluto
e 250 ul de etanol absoluto, e, em seguida, a amostra foi homogeneizada, centrifugada a 12.000
rpm por 2 min e, novamente o sobrenadante descartado. Em seguida, foram adicionados ao
sedimento, 500 ul de xilol e 500 ul de etanol absoluto, seguido de centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. Novamente, foram adicionados 250 pl de xilol e 750 pl de etanol absoluto. Na
seqiiencia, 500 ul de etanol absoluto foram acrescidos ao sedimento centrifugando e novamente
descartando o sobrenadante, sendo realizado por 2 vezes. No sedimento obtido foi adicionado 1
ml de tampao de lise Tris-HCL 10 Mm, pH 8,5 (2,5 mM MgCL2, 50 mM KCL, Nonidet P-40
1% e Tween 1%). Em seguida, os tubos foram homogeneizados, centrifugados a 12.000 rpm,
por 2 min e o sobrenadante descartado. Novamente, o sedimento obtido foi ressuspenso com
100 pl de tampao de lise Tris-HCL 10 mM (pH 8,5) e 10 ul de proteinase K (10mg/ml) e
incubado em banho maria a 65°C overnight. Apdés o periodo de incubagdo, os tubos foram
submetidos a temperatura de 94°C por 10 min objetivando a inativacdo da proteinase K. O
DNA extraido foi acondicionado a -20°C até o momento dos experimentos de amplificacao

para a detec¢do do HPV.
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3.4 b) Amplificacdo do HPV (regido consenso) e do gene de betaglobina

Ap6s a extracdo, o DNA obtido dos tecidos parafinados foi amplificado por PCR, usando
20mM de dNTP, 10 mM de cada primer, SU Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA), 3,5 uL
de 10X enzima tamponada, 20 pug do DNA gendmico (50ng), e dgua destilada deionizada para
completar o volume total de 25 uL. O DNA foi amplificado em termociclador (MJ Research,
MA, USA) de acordo com as seguintes condicdes de ciclo: 1 ciclo de 94°C por 7 min, 37 ciclos
consecutivos de 94°C por 30s, 45°C por 45s e 72°C por 1 min. Finalmente 1 ciclo de 72°C por
10 min, e entdo o DNA amplificado foi mantido a 4°C indefinidamente. Visto que os DNA
extraidos de tecido fixados em formalina tamponada e incluidos em parafina sdo bastante
fragmentados, foram os primers: GP5+ e GP6+ (Ting et al., 1990) que amplificam pequenos
fragmentos (150pb). O produto amplificado foi aplicado em gel de poliacrilamida 10% nao

desnaturante e submetido a eletroforese em 200 volts por 1 hora e 15 minutos.
A amplificacdo do gene de betaglobina foi utilizada para avalia¢do da integridade do
DNA gen6mico pds-extragdo e como um controle interno da amplificacdo. A mistura de reagdo
foi constituida de: 2,5 pL. de tampao da enzima 10X, 0,75 pL. de MgCI2 50mM, 0,25 uL de
dNTP 20mM, 0,5 uL. do primer de betaglobina ( 0,25 uL PCO4 10 uM e 0,25 uL do primer
PCO3 10 uM), 0,25 pL de Tag DNA polimerase 500U e 1,0 uL de DNA a 100 ng/ uL. O
volume final da reagdo foi de 25 uL. Os ciclos da reacdo foram estabelecidos segundo Iwasawa
e colaboradores (1997) e modificados posteriormente nas etapas de padronizacdo. Assim, o
DNA a ser amplificado e demais reagentes de amplificacdo foram submetidos a desnaturacao
inicial (94°C — 7 minutos), seguido de 35 ciclos subseqiientes de desnaturacdo (94°C — 1
minuto), hibridizacdao (55°C — 1 minuto), extensdo (72°C — 1 minuto) e extensdo final em

temperatura de 72°C por 10 minutos.
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3.4 ¢) Amplificacdo com primers tipo especificos (HPV 6, HPV 11, HPV 16, HPV 18,

HPV 31 e HPV 33)

Para a tipificacdo viral utilizamos pares de primers especificos HPV16E7.667/
HPV16E7.774 para o HPV16 e HPV18R7.696/HPV18E7.799 para HPV18, descritos por
Walboomers e colaboradores (1999) que amplificam fragmentos de aproximadamente 100pb
da regiao E7 dos DNAs virais. Para os tipos de HPV6, HPV11, HPV31 e HPV33 utilizamos
respectivamente ~ 0s  seguintes  primers: HPV65°/HPV63’,  HPVI115’/HPV113’,
HPV31e7.811/HPV31E7.890 e HPV33E7.671/HPV33E7.671. Para identificar os tipos de
HPV18 e HPV31 utilizamos o kit PCR Master Mix M7502 (Promega) cuja solug¢ao pronta para
uso contém Taq polimerase, dNTPs, MgCL2 e um tampao com uma concentracdo adequada
para melhor amplificacdo do DNA.

O DNA amplificado foi aplicado em gel de poliacrilamida a 10% nao desnaturante a
eletroforese em 200 volts por 1 hora e 45 minutos, sendo posteriormente corado pelo protocolo

segundo o método de Sanguinetti e colaboradores (1994).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

O Teste Exato de Fisher e Teste T de Student foram utilizados para comparagdo entre
os diferentes parametros clinicos (idade, sexo, consumo de édlcool e fumo) nos 54 pacientes
com carcinoma invasivo de laringe com e sem metdstases.

Testes ndo-paramétricos foram empregados nas analises quantitativas, uma vez que os
dados da proteina p53 ndo apresentaram distribuicdo normal. O teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney foi aplicado para comparar a expressdo quantitativa das proteinas p53, p27 e

Mdm?2 entre os dois grupos de neoplasias malignas de laringe (carcinoma invasivo sem
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metdstase e carcinoma invasivo com metdstase). Teste de Wilcoxon foi aplicado para
comparar a expressao quantitativa de p53, p27 e Mdm?2 entre carcinomas invasivos com
metdstase e seus linfonodos cervicais. Para a andlise de correlagdo entre diferentes proteinas
em cada tipo de lesdo e entre carcinomas invasivos com metastase e as bidpsias de linfonodos
cervicais, foi empregado o coeficiente de correlagdo para postos de Spearman, por meio do
software GraphPad Instat (San Diego, CA, USA).

Foram considerados estatisticamente significantes os valores de p< 0,05.



RESULTADOS
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4.1 CANCER DE LARINGE E PARAMETROS CLINICOS

Os parametros clinicos (Tabela 1) demonstram que sexo, consumo de cigarros, consumo
de dlcool e idade foram relativamente homogéneos em ambos os grupos de carcinoma de
laringe com e sem metdstase. Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os dois

grupos de carcinomas quanto aos parametros clinicos analisados.

Tabela 1. Comparacdo entre 54 pacientes com carcinoma invasivo de laringe sem metéstase
(LSCCWT) e com metastase (LSCCW) em linfonodos cervicais, agrupados de acordo com sexo,

consumo de alcool, fumo e idade.

Sexo tabagismo etilismo Idade

M. F. Sim Nao Sim Niao M+D.P.

Carcinoma invasivo de laringe

W 18 9 23 3 15 11 59,185%7,661
sem metastase (LSCC" ")

Carcinoma invasivo de laringe

W 22 5 24 2 18 8 56,037 £ 9,646
com metastase (LSCC")

Comparacoes p-valor * p-valor * p-valor * p-valor "

LSCCY vs. LsccY p=03520 p=1,0000 p=0,5653 p=0,1900

M= Masculino; F= Feminino; M = Média; D.P.= Desvio Padrao
% Fisher’s exact test

®. Student t-test
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4.2 DETECCAO E TIPAGEM DO HPV

Em relacdo a infeccao pelo HPV o DNA viral foi detectado em 4/54 (7,4%) pacientes
com cancer invasivo de laringe, sendo que 02 pacientes pertenciam ao grupo de carcinoma de
laringe sem metdstase (LSCC"") e 02 pertenciam ao grupo de carcinomas de laringe com
metéstase (LSCCY). Dentre os pacientes HPV positivos, HPV6 e HPV 31 foram detectados
respectivamente em 01 paciente no grupo de carcinoma de laringe sem metdstase e em 01
paciente pertencente ao grupo com metdstase. Nos outros 02 pacientes apareceram as
associacoes HPV 31 e 33 e HPV 6 e 16 (Tabela 2). Também foram pesquisados, porém nao

encontrados em nenhuma bidpsia de carcinoma de laringe os tipos HPV 11 e 18.

Tabela 2. Tipagem do HPV em pacientes com carcinoma invasivo de laringe sem metastase

(LSCCWT) e com metastase (LSCCW) em linfonodos cervicais.

Lscc'” Lscc”
Tipos de HPV Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
HPV6 X _ _ X
HPV11 _ _ _ _
HPV16 _ _ _ X
HPV18 _ _ _ _
HPV31 X X

HPV33
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4.3 CARCINOMA INVASIVO DE LARINGE E EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA
pS3, p27 e Mdm2
A imunomarcacdo de p53, p27 e Mdm?2 foi classificada negativo, leve, moderada e

intensa como mostra a tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo da intensidade de marcagdo de p53, p27 e Mdm2 em carcinoma
invasivo de laringe com metéstase (LSCCW) e sem metastase (LSCCWt) em linfonodos

cervicais, assim como bidpsias de linfonodos cervicais com metéstase (LB)

p53 p27 Mdm-2

N L M I N L M I N L MII

LSCC™ n=27) 17 1 5 4 7 8 11 1 2 11 12 2
LSCcCY m=27) 12 6 3 6 4 9 11 3 0 7 I5 5
LB (n=27) 4 5 3 5 37 15 2 0 5 16 6

N = negativo; L = leve; M = moderada; I = intensa;
LSCCY = Carcinoma invasivo de laringe com metéstase em linfonodos cervicais

LSCCY"'= Carcinoma invasivo de laringe sem metéstase

LB = Linfonodos cervicais

A partir desta andlise qualitativa somente as lesdes que foram classificadas como
leve, moderada e intensa marcacio foram quantificadas.
A figura 1 mostra exemplos de marcagdo intensa nos casos examinados.

A expressdao imunoistoquimica quantitativa de p53, p27 e Mdm2 estd presente na

tabela 4.
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Figura 1. Expressdo imunoistoquimica de p53, p27 e Mdm2 em carcinomas

CWT

invasivos de laringe sem metdstase (LSC ), com metastase (LSCCW) e nos

linfonodos cervicais (LB).
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Tabela 4. Expressao imunoistoquimica quantitativa do p53, p27 e Mdm2 de acordo com o

diagnéstico histoldgico e expresso por Média (M) e Desvio Padrdo (DP).

p53° p27° Mdm2°
M + DP M + DP M + DP
LSCC™ n=27) 28,141 + 38,332 54,148 + 35,106 61,952 +27,910
LsccY m=27) 38,144 + 38,508 58,804 + 29,713 72,826 + 20,188
Comparacoes p? p" p°¢
LSCCY vs. LsccV p=0,3197 p =0,8490 p=0,1945

LSCC" = Carcinoma invasivo de laringe com metdstase em linfonodos cervicais;
LSCCW™ = Carcinoma invasivo de laringe sem metdstase;

¢ Mann-Whitney = p > 0,05.

Tanto no grupo de carcinomas de laringe sem metdstase (LSCC"") quanto no grupo de
laringe com metéstase (LSCC™") observou-se alta expressdo de p53, p27 e Mdm2. Entretanto,
a avaliacdo da expressdo de todas as proteinas entre 0s grupos LsccY" e LscCV ndo

demonstrou diferenca estatisticamente significante.

Como esperado, niveis similares de todas as proteinas foram verificados entre LSCC" e
linfonodos cervicais com metdastase (LB), revelando correlacdo positiva de p53 (p<0,0001, r =
0,8036), p27 (p=0,0059, r = 0,4777) e Mdm2 (p=0,0022, r = 0,5312) em lesdes de laringe e

metastases em linfonodos (Tabela 5).
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Tabela 5. Comparacdo entre expressao quantitativa de p53, p27 e Mdm?2 em carcinomas de

laringe invasivos com metdstases e seus respectivos linfonodos cervicais.

p53 p27 Mdm?2
LScCY n=27) 38,144 £ 38,508 58,804 £29,713 72,826 £ 20,188
LB (n=27) 29,567 £ 36,587 61,933 £29,318 69,704 £ 20,711
Teste de Wilcoxon p=0,1205 p =0,2469 p =0,3997
Teste de Correlacao de r=0,8036 r=0,4777 r=0,5312
Spearman p <0,0001 p =0,0059 p =0,0022

LSCC" = Carcinoma invasivo de laringe com metastase em linfonodos cervicais;

LB = Linfonodos cervicais

Para a andlise de correlacdo entre diferentes proteinas em cada tipo de lesdo foi

empregado o coeficiente de correlacdo para postos de Spearman como mostra a tabela 6.

Tabela 6. Andlise de correlagdo entre expressao quantitativa de p53, p27 e Mdm?2, pareados

dois a dois, entre os diferentes tipos de lesoes.

p53vs. p27 p53vs. MDM2  p27 vs. MDM2

we r=-0,0540  r=-0,2589 r=0,3800
LSCC™ (n=27)
p=07891  p=0,1921 p=0,0506
w r=-0,1114  r=0,3787 r=0,0006
LscCY (m=27)
p=0,5801  p=0,0514 p=0,9976
r=-0,1503  r=0,2351 r=-0,1445
LB (n=27)
p=04543  p=02379 p=04720

De acordo com a tabela acima, nenhum dos coeficientes calculados se mostrou

significante.
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4.4 TIPOS DE HPV E EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DE p53, p27 ¢ Mdm2

A expressao de p53 foi negativa em todos os pacientes com cancer de laringe HPV
positivos. Alta expressao de p27 foi observada em 3 (75%) de 4 pacientes, com uma média de
51,7% de células marcadas (Tabela 7). Por outro lado a proteina Mdm?2 teve uma alta expressao
em todos os pacientes demonstrando um percentual médio de 66.1%. Entretanto, no grupo de
carcinomas de laringe HPV negativos altos niveis de p53, p27 e Mdm2 foram observados.

Dentre os tipos de HPV relacionados observou-se uma variacdo da expressao de p27 e

Mdm?2 de 0 a92,7% e de 13,6 a 91,8%, respectivamente.

Tabela 7. Expressdo quantitativa de p53, p27 e Mdm?2 relacionada ao tipo de HPV em

carcinomas invasivos de laringe.

p53 (%) p27(%) Mdm2(%)
Média + DP Média = DP Média = DP

HPYV positivo (n = 4) 0,0£0,0 51,7+£38,6 66,1 £ 36,1
HPYV negativo (n = 50) 35,8 £ 38,7 56,9 32,2 67,5+ 24,1
HPV6(n=1) 0,0+ 0,0 51,5+0,0 91,8+ 0,0
HPV 31/33 (n=1) 0,0£0,0 62,710,0 13,6 £0,0
HPV31(n=1) 0,0£0,0 0,0+ 0,0 71,6 £ 0,0
HPV 6/16 (n=1) 0,0£0,0 92,7+ 0,0 87,7 0,0

DP : Desvio Padrio
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- quanto ao cancer de laringe e pardmetros clinicos
O desenvolvimento de neoplasias epiteliais do trato aéreo superior é considerado um
fendmeno complexo devido a multiplicidade de agentes carcindgenos colaboradores para a
transformacao celular neste sitio. O fumo e o dlcool sdo os mais importantes fatores de risco
para o desenvolvimento de carcinomas de cabeca e pescoco sendo que a acdo combinada entre
eles pode multiplicar os riscos para a doenca (DIKSHIT et al, 2005; TALAMINI et al, 2002). E
notavel que pacientes ndo fumantes com cancer de laringe apresentem um melhor curso clinico
da doenga quando comparado a pacientes fumantes. Um estudo realizado por Agudelo e
colaboradores (1997) mostrou que em pacientes sem histéria prévia de consumo de dlcool e
cigarros, as lesdes poderiam se desenvolver mais tardiamente.

No presente estudo, observamos que a maioria dos pacientes com carcinoma de
laringe com e sem metdstase relataram consumo de dlcool e cigarros, porém niao houve
diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos de carcinomas quanto as
caracteristicas analisadas.

A média de idade dos pacientes com cancer de laringe encontrada no presente estudo
varia entre 56 e 59 anos. Esta média apresenta-se dentro do intervalo de idade relatado por
Goiato e colaboradores (2006), onde os 88 pacientes estudados com cancer de laringe
encontravam-se na faixa etaria de 51 a 69 anos. Muscat e colaboradores. (1995) conduziram
um estudo em Nova lorque e afirmaram que o grupo etirio predominante encontra-se acima
dos 40 anos de idade. Outros estudos epidemiolégicos seriam necessdrios para
compreendermos a aparente preferéncia do cancer de laringe por individuos de meia idade.

Quanto ao sexo dos pacientes, observam-se em ambos 0S grupos uma maior
predominincia para o sexo masculino. Pode-se relacionar o achado ao maior nimero de

homens expostos a antecedentes relativos ao fumo e consumo de alcool.
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- quanto a deteccao e tipagem do HPV

Numerosos estudos até entdo publicados ndo nos permitem definir com precisao qual
o possivel papel do HPV na carcinogénese laringea. Utilizando a técnica de hibridizacdo in
situ, Brito e colaboradores (2000) encontraram DNA do HPV em 4/45(8,8%) de casos de
carcinoma invasivo de laringe. Utilizando a técnica de Southern blot, Scheurlen e
colaboradores (1986) detectaram 3% de positividade para HPV enquanto Watts e colaboradores
(1991) detectou o virus em 11% dos casos. Garcia Milian e colaboradores (1998) utilizando a
técnica de PCR encontraram o HPV em 48,5% das amostras. No presente estudo o HPV foi
detectado por método de PCR em 7,4% dos casos de carcinomas de laringe. Esta discrepancia
pode ser atribuida a variagdo da sensibilidade dos métodos empregados, bem como a

diversidade das populacdes estudadas.

- quanto ao carcinoma invasivo de laringe e a expressdo imunoistoquimica de p53, p27 e
Mdm?2

De acordo com Kaskayasi e colaboradores (2001) tem-se investigado uma série de
proteinas com o objetivo de se encontrar novos marcadores que possam ser utilizados como
parametros para predizer a evolugdo das lesdes de laringe.

Segundo Bartkova e colaboradores (1995) o processo de carcinogénese na laringe é
baseado no acimulo de varios estdgios de danos genéticos, que frequentemente afetam genes
envolvidos na regulacdo do ciclo celular. Na anélise apresentada na tabela 4, as proteinas p53,
p27 e Mdm2 foram avaliadas para verificar a possibilidade de serem bons marcadores de
metastase em carcinomas de laringe. Observamos uma alta expressdo de p53, p27 e Mdm?2 em
LSCCY e LSCCW", e ndo houve diferenca estatisticamente significante a0 comparar as lesdes

para cada proteina. Além disso, podemos considerar os valores percentuais de p53, p27 e



48

Mdm2 aproximadamente constantes para as LSCC" e LSCCV", uma vez que eles apresentam
um desvio padrio elevado.

O aumento da expressdo de p53 foi verificado em neoplasias malignas esofigicas
(BAHNASSY et al, 2005) e orais (HORTA et al, 2007). Expressao positiva de pS3 parece ser
um evento comum em carcinomas de cabeca e pescoco. Nossos resultados confirmam
observacodes anteriores de alta expressdao de p53 em carcinomas de laringe (PRUNERI et al,
1998, NARAYANA et al, 1998, KASKAYASI et al, 2001, KLATKA, 2001).

Estudos indicam que a baixa expressao de p27 estd associada ao mau progndstico em
varios tipos de tumores. Na laringe, reducdo da expressdo de p27 correlaciona-se a com
progressao de lesdes pré-cancerosas € com um comportamento agressivo dos tumores (HIRAI,
2003, TAMURA, 2001). Resultados similares em cancer de esdfago também demonstraram
uma associacdo entre alta expressdao de p27 e estdgio da doenga avangado (Anayama et al.,
1998). Entretanto a alta expressdao de p27 encontrada no presente estudo coincide com os
dados de Korkmaz e colaboradores (2005).

Amplificacdo ou alta expressio de Mdm2 € uma alteracdo bastante comum,
detectado principalmente em sarcomas. Segundo Agarwal e colaboradores (1999), alta
expressdo de Mdm?2 freqlientemente ocorre em lesdes pré-neopldsicas e neoplasicas de
mucosa oral. Em laringe sdo escassos os estudos a respeito dessa proteina. Em nosso estudo a
alta expressao de Mdm2 concorda com os resultados obtidos por Pruneri e colaboradores

(1997).

Na tabela 5 nota-se que as proteinas p53, p27 e Mdm2 permanecem praticamente
constantes tanto na lesdo priméria (LSCC") quanto nos respectivos linfonodos (LB).
O teste de Wilcoxon para amostras pareadas demonstrou que ndo hd diferencas

significantes entre os niveis de expressao de cada proteina entre os dois tipos de lesdes.
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O teste de correlacdo de Spearman demonstrou que os niveis de expressao nos dois
tipos de lesdes estdo significantemente correlacionados ao nivel de significancia de 1%
(p<0,01). De acordo com os coeficientes de correlagdo de Spearman (r) podemos verificar que
a proteina p53 mostrou maior correlacdo entre a lesdo primdria e o linfonodo, seguida da
proteina Mdm2 e da p27. Cabanillas e colaboradores (2007) também encontraram uma
correlagdo estatisticamente significante entre expressdo de p53 na lesdo primdria e seu foco
metastatico.

De acordo com o teste de correlacdo para postos de Spearman mostrado na tabela 6,
feito para a andlise da correlacdo entre diferentes proteinas em cada tipo de lesdo, nenhum dos
coeficientes calculados se mostrou significante. Entretanto, observa-se uma tendéncia de
correlacdo positiva entre p27 e Mdm2 em LSCC™ (valor de p marginalmente significativo —
ligeiramente superior a 0,05), isto é, quanto maior o nivel de expressao de uma proteina, maior
serd o da outra. A mesma tendéncia de correlagdo positiva também foi observada entre p53 e

Mdm?2 em LSCCV.

- quanto aos tipos de HPV e expressdo imunoistoquimica de p53, p27 e Mdm2

Segundo Rabah e colaboradores (2000) em carcinomas associados a infec¢do por
HPV nio ocorrem mutagdes em p53. Deste modo a proteina E6 do HPV poderia se ligar a p53
e induzir sua degradacdo. Outros estudos tém mostrado que mutacdes em p53 e infec¢do por
HPV podem coexistir (SNIJDERS et al, 1994).

O anticorpo p53 utilizado neste trabalho reage tanto com o tipo selvagem quanto o

tipo mutante de p53, impossibilitando a discriminacdo citada acima.

De acordo com a tabela 7 observou-se auséncia de expressao de pS3 nos casos HPV

positivos, o que poderia sugerir que a proteina pS3 estaria sendo degradada tanto pela presenca
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do HPV quanto pela acdo de Mdm?2 que se encontra elevada. Ja nos casos HPV negativos nao
existe a contribuicdo parcial do HPV e por isso ha um conseqiiente aumento de p53 (35,8%).
Isso € comprovado pelo fato da expressao de Mdm?2 permanecer aproximadamente constante
entre os casos HPV positivos (66,1%) e HPV negativos (67,5%).

A ampla variacao da expressao de p27 (0 a 92,7%) e Mdm?2 (13.6 a 91,8%) nao nos
permite chegar a uma conclusdo precisa do comportamento dessas proteinas quanto aos tipos
de HPV presentes, ja que o nimero de casos positivos para cada tipo de HPV (n=1) foi muito

pequeno.
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- quanto ao Cancer de laringe e Parametros Clinicos

Sexo, idade, fumo e dlcool ndo sdo considerados bons parametros para diferenciar grupos de
carcinomas invasivos laringeos com metédstase e sem metastase.

Confirmou-se a maior incidéncia de carcinoma de laringe com e sem metdstase no sexo
masculino e para individuos que consumem 4lcool e cigarros com idade média de 56 a 59

anos.

- quanto a Deteccdo e Tipagem do HPV

A taxa de detec¢do do HPV na populacdo estudada foi de 7.4%, estando aproximadamente
dentro do intervalo percentual observado na literatura (8 a 58%). A discrepancia observada
entre as porcentagens dos trabalhos pode estar relacionada com a variacdo de sensibilidade do
método utilizado e com a diversidade populacional estudada.

Os tipos de HPV presentes na amostra analisada foram HPV 6, 16, 31 e 33. Os HPVs 11 e 18
nao foram encontrados. Devido a baixa porcentagem de amostras HPV positivas neste estudo

nao foi possivel concluir quais sdo os tipos virais predominantes.

- quanto ao carcinoma invasivo de laringe e a expressdo imunoistoquimica de p53, p27 e
Mdm?2

- A alta expressdo de p53, p27 e Mdm?2 e a diferenca estatisticamente ndo significante em
LSCCY ¢ LSCCV" nos levam a concluir que estas proteinas nio sio consideradas bons
parametros para diferenciar lesdes com e sem metastase.

- O teste de correlagdo para postos de Spearman revelou que nio héd qualquer correlacio entre
os niveis de expressdo de p53, p27 e Mdm2 quando combinados dois a dois entre as lesdes

com metastase, sem metastase e linfonodos.
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- quanto aos tipos de HPV e expressdo das proteinas p53, p27 e Mdm?2

Provavelmente tanto a proteina E6 do HPV quanto a proteina Mdm2 degradam a p53 em
pacientes HPV positivos. Isso pode ser comprovado através do nivel aproximadamente
constante de Mdm?2 tanto nos casos HPV positivos como nos HPV negativos.

Na auséncia do HPV, a degradacao da p53 se da exclusivamente através da Mdm?2.

Nao ha uma relagcdo evidente entre p27 e Mdm?2 com os tipos de HPV, necessitando outros
estudos para determinar se oncoproteinas virais poderiam estar envolvidas na regulagcdo de

outros componentes, intrinsecos ou extrinsecos, no carcinoma de laringe.
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