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Almeida-Neto, A.

Resumo

O CEC oral representa 90% de todos os tumores malignos que
afetam a boca. A infec¢cdo por HPV (Papilomavirus Humano) demonstrou
ser um fator relevante no desenvolvimento do carcinoma oral, assim
como o polimorfismo do Coédon 72 (alelo-G) do gene TP53, cuja
transcrigdo da proteina supressora tumoral p53 ¢ modificado. A
degradacao da p53 ocorre em fun¢do da interagdo entre a oncoproteina
viral E6 junto ao sistema proteolitico ubiqiitina-proteossdémica.

O objetivo deste trabalho foi identificar a presen¢a do HPV no
CEC oral e verificar a associacdo com o polimorfismo do c6don 53 do
gene TP53 . O grupo experimental foi composto por 24 pacientes com
CEC oral , os quais freqiientavam a rotina do Hospital do Cancer de
Pernambuco. O grupo controle fora composto por 21 individuos que
apresentavam o mesmo ambiente familiar e as mesmas relagdes sociais
dos pacientes estudados. O material bioldgico foi obtido pela esfoliagdo
da mucosa oral e o DNA extraido através do método de Salting Out. A
deteccao do HPV foi realizada por PCR a partir da utilizacao dos primers
GP5 + GP6 +. A identificagdo do polimorfismo do codon 72 (alelo-G) foi
feita por PCR - RFLP.

Os resultados foram negativos para a presenca do HPV. Nao foi
observada associagcdo entre a presenga do polimorfismo alelo-G nos
pacientes com CEC oral na amostra avaliada (X2 = 4,048; P = 0,132). Os
resultados confirmaram que os homens (X2 = 5,88; P = 0,01) e fumantes
(X2 = 8,84; P = 0,002) apresentaram uma maior freqiiéncia de
diagnostico positivo para o CEC oral, assim como foram encontrados
valores estatisticamente significativos para a idade dos individuos
estudados (X = 5,88; P = 0,01). Os resultados ndo sugerem uma
associacdo com o polimorfismo do gene TP53 (alelo-G) e da infeccdo por
HPV com CEC oral. Os resultados para o sexo e tabagismo estdo de

acordo com a literatura cientifica.

Palavras - chave: HPV, TP53, CEC oral, Polimorfismos.
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Almeida-Neto, A.

Abstract

The oral squamous cells carcinoma represents 90% of all the
malignant tumors that affect the oral cavity. The infection for HPV
(Human Papiloma virus) demonstrated a relevant factor in the
development of the oral carcinoma, as well as the polymorphism of the
codon 72 of the gene TP53, whose the transcription of the tumoral
suppressor protein p53 is modified. The degradation of the protein
occurs in function of the viral oncoprotein E6 interation with the
ubiquitin-proteassome proteolytic system.

The objective of this work was to identify the presence of the HPV
in the oral carcinoma and to verify the association with 7P53 (codon 72)
polymorphism. The experimental group was composed of 24 patients
with oral squamous carcinoma who were attended in the Cancer’s
Hospital of Pernambuco. It had been studied 21 controls, which had been
grouped in accordance with the familiar and ambient proximity of the
patients. The biological material was gotten by the exfoliation of the oral
mucosa and the DNA extracted through the method of Salting Out. The
detection of the HPV was carried out by PCR having used itself primers
GP5+ GP6+. The identification of the polymorphism G-allele was made
by PCR-RFLP.

The results had been negative for the presence of the HPV. It was
not observed association between the presence of the polymorphism and
the oral squamous carcinoma in the evaluated sample (X’=4.048;
p=0.132). The results had also confirmed that men (X*=5.88; p=0.01)
and smokers (X?=8.84; P=0.002) presented a larger frequency of positive
diagnosis for the oral carcinoma, as well as were found related
significant value to the age of the studied individuals (X=5.88; p=0.01).

The results not suggest an association with the 7P53 (codon 72)
polymorphism and HPV infection with the oral squamous carcinoma. The
results for the sex and tabagysm are the according with literature. Key

words: HPV, TP53, oral squamous carcinoma, Polymorphism
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Almeida-Neto, A. PAPILOMAVIRUS HUMANO E O POLIMORFISMO DO CODON
72 (ALELO-G) DO GENE TP53 NO CARCINOMA ESCAMOSO ORAL

1. Introducio

O HPV ¢ um virus epiteliotrofico que esta associado a
diversas alteragdes de mucosa, desenvolvendo verrugas, lesdes
papilomatosas e sua prevaléncia como fator carcinogénico ¢
demonstrada em varios estudos cientificos que abordam a
malignizag¢do celular. O HPV ¢, dessa forma, um virus oncogénico.
Sua biologia determina uma importdncia decisiva nos estudos
bioquimicos relacionados ao cancer.

As oncoproteinas virais E6 e E7 sdo responsaveis pela
associag¢dao do virus a alguns genes de importancia no mecanismo de
controle do ciclo celular. Os genes denominados de protooncogenes
sdo responsaveis pelo mecanismo de divisdo das células. O
descontrole biologico desses genes explica a imortalizagdo celular, o
que determina o desenvolvimento das neoplasias que podem evoluir
para lesdes de parénquima mais complexas, causando, dessa forma,
os canceres. Os genes que determinam tal malignizagdo sdo
chamados de oncogenes.

O controle da atividade dos genes que estd associada ao
ciclo de divisdao celular ¢ exercido por genes denominados de
supressores tumorais. Dentre os genes mais estudados, o TP53,
localizado no cromossomo 17, € um dos mais conhecidos como fator
coadjuvante na investigacdo das neoplasias. Os inumeros achados
cientificos revelam a participacdo do gene 7P53 como protagonista
de varios tipos de canceres.

O polimorfismo do c6don 72 do gene TP53 denominado de
alelo-G esta relacionado ao desenvolvimento de cdncer de pulmao e
outras neoplasias. O envolvimento desse gene com outros fatores
sinérgicos explica o mecanismo bioldégico que determina a formacgao
dos tumores em varios tipos de neoplasias.

O cancer bucal situa-se entre os dez mais comuns canceres,
apresentando a maior taxa de mortalidade dentre as neoplasias do

segmento cabeca e pescoco. No Brasil, o cancer oral varia de uma
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Almeida-Neto, A. PAPILOMAVIRUS HUMANO E O POLIMORFISMO DO CODON
72 (ALELO-G) DO GENE TP53 NO CARCINOMA ESCAMOSO ORAL

regido geografica a outra, possivelmente devido a influéncia dos
fatores de risco aos quais estd exposta cada populagdo. O carcinoma
de células escamosas da boca tem se revelado um paradigma
cientifico curioso. Atualmente, sdao maultiplas as pesquisas que
envolvem os detalhes da presenca viral do HPV nas neoplasias orais,
assim como os possiveis polimorfismos genes supressores no
desenvolvimento de neoplasias de cabeca e pescogo. A identificacdo
do virus HPV e o polimorfismo do cédon 72 do gene 7P53 no
desenvolvimento do céancer de cavidade oral foram os objetivos
principais dessa pesquisa. Achados quantitativos e qualitativos
referentes a essa relagdo sugerem uma importante referéncia para o
conhecimento da sinergia desses co-fatores e da presencga deles
como carcinégenos potenciais. E importante compreender que outros
fatores ambientais também apresentam relevdncia na manifestagao
das neoplasias: clima, habitos como o tabagismo e o etilismo, as
condi¢cdes sOcio-econdmicas em geral, a utilizagcdo de préteses e a
exposicdo ao sol. Todas essas varidveis apresentam importdncia

crucial e devem complementar o estudo referente as neoplasias.
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72 (ALELO-G) DO GENE TP53 NO CARCINOMA ESCAMOSO ORAL

2. Revisao de literatura

2.1. Cancer oral

O carcinoma escamoso celular (CEC) oral esta entre as dez formas
mais comuns de cancer observados no mundo (VIDAL et al, 2004,
MCMURRAY et al, 2003, CASTRO et al, 2004, TERAI et al, 2001,
KOJIMA et al, 2002) e, no Brasil, sdo registrados indices elevados de
incidéncia da doeng¢a que vém crescendo ao longo dos ultimos 60 anos.

Segundo a Estimativa de Incidéncia de Cancer no Brasil para 2006, o

cancer oral apresentara 10.060 casos estimados entre homens e 3.410
entre as mulheres. O CEC oral ¢ uma denominac¢do que inclui os canceres
de ldbio e de cavidade oral (mucosa oral, gengivas, palato duro, lingua e
assoalho da boca) (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). O cancer de labio ¢
mais freqiiente em pessoas brancas, e registra maior ocorréncia no labio
inferior em relagdo ao superior. O cancer em outras regidoes da boca
acomete principalmente tabagistas e os riscos aumentam quando o
tabagista ¢ também etilista (BOUDA et a/ 2000). Em Pernambuco, a
representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia para cada 100.000
homens estima, para o ano 2006, a taxa de 7,41 que terd a doenga,
baseada no registro de 310 novos casos no Estado, sendo 110 na capital,
enquanto que a incidéncia para cada 100.000 mulheres registra uma
estimativa de 3,6 que terdo a doenga, sendo 160 casos novos no Estado ¢

30 na capital (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

O CEC oral representa 90% de todos os tumores malignos que
afetam a cavidade oral (VIDAL et al 2004, KOJIMA et al 2004). O
cancer oral permanece como um problema de saude publica, em funcgdo
da ainda crescente quantidade de pessoas que fazem a associagdo
maléfica entre o tabagismo e o 4alcool, sendo estes os principais
carcinogenos desencadeantes do carcinoma oral. Fatores etioldgicos
(suceptibilidade genética individual) incluindo o tabaco (75% dos

individuos com cancer oral fumam), o uso do betel, consumo do alcool, a
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caréncia de uma dieta de frutas e de vegetais frescos, agentes infecciosos
(Candida, virus, bactérias), a deficiéncia do sistema imunoldégico e a
exposi¢dao a luz solar, enfim, sdo muitos fatores de a¢do sinérgica que
estdo relacionados com o cancer de boca (CASTRO et al, 2004,

SCULLY, 2002).

A situacdo do tratamento de cancer de boca ¢ particularmente
grave, visto que a maioria dos casos ainda ¢ diagnosticada tardiamente, a
taxa de mortalidade de individuos na faixa economicamente ativa ¢ alta e
o tratamento desses casos implica mutilagdes, que, muitas vezes,
inabilita o paciente para reintegracdo familiar, social e profissional,
tempordria ou definitivamente. (PARISE, 2000).

Uma importante constatacao, proveniente de estudos
epidemioldgicos da doenca, mostra aumento do desenvolvimento do CEC
oral em pacientes menores de 45 anos de idade, a partir da década de 80
(TERAI et al, 2001). O comportamento desse tumor em adultos jovens ¢
controvertido, havendo relatos de maior anaplasia e pior progndstico, em
comparacdo a habitual faixa etdria. Consoante com diversos autores, o
CEC oral ocorre mais comumente em pacientes acima dos 60 anos de
idade, com historia de tabagismo e alcolismo (VIDAL ef al, 2004,
STOREY et al, 1998, CASTRO et al, 2004, SCULLY et al, 2002, TERAI
et al, 2001, NAIR et al, 2005). A sua ocorréncia em individuos jovens
pode apresentar mecanismos moleculares distintos, assim como a
participacao de outros fatores de risco, fazendo referéncia aos virus HPV
e Epstein-Barr (EBV), ambos com ag¢do oncogénica (MUNGER et al,
2004, MALAWASI et al, 2004), além da possivel correlacdo do virus
com polimorfismos presentes em genes de supressao tumoral, como gene
TP53 e o RB, cuja acao carcinogénica tem se revelado um importante
referencial nos estudos de neoplasias malignas em outros 6rgdos (zur

HAUSEN, 2002).

A oncogénese estd diretamente associada a possiveis alteracdes
sofridas pelos genes que regulam o crescimento celular e que sdo

denominados de protooncogenes (ROBBINS ef a/, 2001, KARLSEN et al,

17



Almeida-Neto, A. PAPILOMAVIRUS HUMANO E O POLIMORFISMO DO CODON
72 (ALELO-G) DO GENE TP53 NO CARCINOMA ESCAMOSO ORAL

1996). A multiplicacdo desenfreada de clones expansivos e/ou atipicos
decorre de descontrole génico na transcricdo de proteinas relacionadas a
divisdo celular, assim como a acdo sinérgica de outros co-fatores
envolvidos com as alteragdes dos protooncogenes, explicam as diversas e

diferentes manifesta¢des clinicas que afetam o organismo como um todo

(ROBBINS et al, 2001).

2.2 O HPV e o carcinoma oral

Os papilomavirus humanos (HPV) sao virus da familia
Papovaviridae, capazes de induzir lesdes de pele ou mucosa, as quais
mostram  um  crescimento  limitado e habitualmente regridem
espontaneamente. Também induz tumores epiteliais e fibroepiteliais nos
seus hospedeiros naturais, além de apresentar um tropismo especifico em

células epiteliais escamosas (zur HAUSEN, 2002). (figura 1)

————————

Figura 1. Ciclo de vida do virus HPV (Modificado de zur HAUSEN,
2002).

A infec¢do ocorre em funcdo das microlesdes caracteristicas da
lamina basal. As células infectadas vdo se dividindo lateralmente, até

que se inicia um processo de migracdo adentrando na camada de
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diferenciacdo das células suprabasais. Os genes virais sdo ativados e
replicados e novos capsideos protéicos sdo produzidos. As particulas
virais sdo liberadas para a superficie e, posteriormente, irdo infectar
outros tecidos (zur HAUSEN, 2002).

O ciclo do papilomavirus de outras familias virais: a infecg¢do
requer uma validade das células epidérmicas ou das células epiteliais da
mucosa que ainda estdo aptas a se proliferarem (células da lamina basal).
Nessas células, a expressao do gene viral ¢ largamente suprimida,
embora a expressdo limitada dos especificos genes, tais como as agdes
do E5, E6 e E7, resulta na desenfreada proliferacdo das células
infectadas e da sua expansdo lateral. Posteriormente, invade o interior
das camadas suprabasais e a expressdao dos genes de ag¢ao tardia ¢
iniciada. O genoma circular viral ¢, dessa forma, replicado nas formas
protéicas estruturais. Nas camadas superficiais da epiderme ou da
mucosa, as particulas virais sdo multiplicadas (zur HAUSEN, 2002).

As lesoes causadas pelo HPV contém caracteristicas histoldgicas
fundamentais como infec¢des cutdneas queratinizadas e granulos de
queratohialina, os quais sdo predominantes na camada do epitélio
queratinizado e¢ ocasionalmente predominantes nas inclusdes basofilicas
intranucleares  detectadas na camada  superior da epiderme
(ROSEMBLATT, 2005). Existem mais de 200 subtipos diferentes de
HPV, entretanto, somente os subtipos de alto risco estdo relacionados a
tumores malignos (SOARES et al, 2002, SOUTO et al, 2004).

O HPV ¢ um pequeno virus de DNA circular, de fita dupla, nao-
envelopado, epiteliotréopico, com cerca de 8.000 pares de bases e com
estrutura fisica e organizacdao génica bem conhecida (ROSEMBLATT
2005, VIDAL et al 2004). O genoma ¢ dividido em regides génicas
denominadas seqiiéncias abertas de leitura, ou open reading frames
(ORF). O genoma de todos os HPVs contém aproximadamente oito ORFs
(esquadro de leitura — open reading frame), que sao transcritos em
mensagens policistronicas de uma unica hélice de DNA e que estdo
localizados na mesma fita de DNA (CAVALCANTI, 2006). Estas ainda
podem ser separadas funcionalmente em trés regides principais: a

primeira ¢ uma regido regulatoria, ndo codificadora, de 400 a 1000 pares
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de bases que ¢ conhecida pelas denominag¢des long control region (LCR)
ou upper regulatory region (URR), situada entre os genes L1 e E6
(CAVALCANTI, 2006). E nesta regido pouco conservada que estdo
localizados os genes reguladores e iniciadores da replicagao viral. A
segunda ¢ chamada de regido precoce ou E (early), constituida pelos
ORF E1, E2, E4, E5, E6 ¢ E7, que estdo envolvidos na replicagdo viral,
no controle da transcri¢cdo ¢ na oncogénese (CAVALCANTI, 2006). E a
terceira regido denominada tardia (/ate), codifica as proteinas L1 e L2 do
capsideo viral (CAVALCANTI, 2006). A regido reguladora upstream
(URR) concentra seqiiéncias reguladoras importantes na replicacdo viral
e na transcri¢gdo. Assim como no BPV-1, a expressdo génica ¢ dividida

em precoce e tardia. (figura 2)

E6 celular

Estimulo da proliferaciao

Proteina
principal do
capsideo L1
Regulacio da
replicacio viral
Regulacio da
transcricao viral
i Alteracio da
Protf:n.la matriz
sec“ndf‘:l'la do intracelular
capsideo
P Estimulo da proliferaciao

celular

Figura 2: Mapa gendmico do BPV-1, que representa o prototipo da

familia de papilomavirus (Modificado de ROSEMBLATT et al, 2005)
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As proteinas mais estudadas na regido Early sdo a E5, E6 ¢ E7. A
proteina E5 ¢ uma proteina hidrofébica com 84 aminodacidos,
preferencialmente encontrada no golgiossomo ¢ na membrana plasmatica
da célula hospedeira. Formam-se complexos com uma gama de proteinas
transmembranicas, como o receptor para o fator de crescimento
epidérmico (EGF) e o receptor do fator de crescimento derivado de
plaquetas. Liga-se as proteinas do complexo de jun¢do comunicante
(gap), (como a proteina ATPase), possui baixa capacidade de
transformacdo e ¢ expressa em infecgdes produtivas, atuando na
expansdo inicial de um clone celular infectado (zur HAUSEN, 2000;
MACMURRAY et al, 2001).

A proteina E6 do HPV apresenta aproximadamente 150
aminoacidos na cadeia polipeptidica que apresenta uma aparente massa
molecular de 18 kD. A principal caracteristica estrutural de todas as
proteinas E6 do HPV ¢ a presenca de 4 dominios Cys-X-X-Cys, os quais
permitem a formacao de dois dedos de zinco. Esses dominios
conservados nas proteinas E6 dos virus da familia Papoviridae resultam
em atividade defectivel em todos os ensaios. Esses dominios dos dedos
de zinco sdo precedidos por um dominio hidrofilico amino-terminal, sdo
separados por um hidroféobico dominio e sdao seguidos por um curto
dominio carboxi-terminal, que no caso do virus HPV mucosotréopico de
alto risco contém um dominio PDZ-ligante que contém uma sitio de
sobreposicao de uma proteina quinase A (PKA) (THOMAS, et al 1999).

A proteina E6, embora pequena, induz muitas modificagdes
importantes na célula hospedeira, apresentando efeito antiapoptotico.
Para isso interage e induz a degradac¢do das proteinas pro-apoptdticas
Bak e p53 (proteina supressora de 53 kD). A proteina E6 também induz a
alteragdo da transcrigdo de genes celulares pela sua ligagdo com a p300,
a ativacdo da telomerase e¢ a desestabilizacdo cromossomica, além de
aumentar a integracdo de DNA estranho ao genoma celular (zur
HAUSEN, 2000; MACMURRAY et al, 2001).

Os telomeros sdao estruturas especializadas existentes na porgao
terminal dos cromossomos das células eucaridoticas, compostos por

repeti¢des da seqiiéncia TTAGG (VENTURI et al, 2004). Os telomeros
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protegem os cromossomos da quebra enzimatica do DNA, replicacdo
incompleta, previnem recombinag¢des e fusdes aberrantes, e asseguram a
completa replicacdo do cromossomo durante a divisdo celular (VENTURI
et al, 2004). Os telomeros humanos, de células somadaticas, sofrem um
encurtamento progressivo durante a divisdo celular, onde h4d uma perda
da seqiiéncia terminal do DNA decorrente da replicagdo (VENTURI et al,
2004). A perda progressiva do telomero causa senescéncia (VENTURI et
al, 2004).

Quando héa grande encurtamento do telomero, a célula para de se
dividir, uma vez que ele é reconhecido como o “reldgio mitdtico”, sendo
responsavel pela capacidade replicativa celular. Entretanto, células
germinativas e células tronco escapam do encurtamento do telomero por
expressar telomerase, uma enzima que sintetiza DNA telomérico
(VENTURI et al, 2004).

A p53, por sua vez interpreta o encurtamento do teldmero como
“erros de DNA” e impede a célula de continuar a replicar levando-a a um
estado de senilidade. E como, normalmente, ndo ha telomerase na célula,
ela para de se dividir. O estado senil da célula ¢ considerado um
mecanismo de prote¢do anti-tumoral (VENTURI et al, 2004).

A proteina E7, que também apresenta atividades transformantes,
contém 98 aminoacidos, com sitios de fosforilagdo para a caseina
quinase II nos residuos 31 e 32 e um dominio dedo de zinco entre os
aminoacidos 40 ¢ 98. Ja foram descritas varias interag¢des entre E7 e
proteinas celulares, como fatores que regulam o crescimento celular,
especialmente aqueles que atuam na transi¢do de G1 a fase S da mitose.
Sua ligacdo a proteina da familia Rb (pRb, p107 e p130), a desacetilases
de histonas (HDAC), a quinases dependentes de ciclinas (CDKs) e seus
inibidores e a ciclinas E ¢ A induz a proliferagdo celular, a imortalizacao
e a transformacao. As proteinas E6 e E7, em conjunto, sdo capazes de
imortalizar queratin6citos e induzir a sintese de DNA de células
quiescentes, sendo necessdrias e suficientes a imortalizagdo celular,
embora insuficientes ao desenvolvimento do fenoétipo maligno (BAKER
et al., 1987; MUNGER et al., 1989; SYRJANEN et al., 1999; zur
HAUSEN, 2000; MACMURRAY et al., 2001).
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Tém sido identificados HPV em varias lesdes. Na cavidade oral,
24 tipos (HPV-1, 2, 3, 4,6, 7, 10, 11, 13, 16,18, 30, 31, 32, 33, 35, 45,
52,55,57,59, 69, 72 ¢ 73) sdao associados com lesdes ndo-malignas e 12
tipos (HPV-2, 3, 6, 11, 13, 16, 18, 31, 33, 35, 52 ¢ 57) com lesdes
malignas (VIDAL et al, 2004, SCULLY 2002, SCULLY et al, 2000,
TERAI et al 2001, BOUDA et al, 2004). Desses, HPV-6 ¢ HPV-11
apresentam um baixo risco de associagdo com malignidade e sdo
chamados de benignos ou de baixo risco, enquanto outros tais como
HPV-16 ¢ HPV-18 estdao fortemente associados com malignidade e sdo
chamados de malignos ou oncogénicos ou de alto risco (TERAI et al,
2001, BOUDA et al, 2004).

O HPV, assim como o EBV, por exemplo, pode interferir na
acdo da p53, bem como na expressdo da telomerase, trecho
cromossOmico que estd associado ao controle do crescimento celular,
induzindo a proliferagdao das células neoplasicas (HIGA et al, 2002,
SCULLY 2002, SCULLY et al 2000, TERAI et al 2001, BOUDA et al
2000, MUNGER et al 2004, OLIVEIRA et al 2003, VENTURI et al,
2004). Segundo OLIVEIRA et al (2003), as oncoproteinas virais, por
exemplo, a E7 do HPV-16, sdo capazes de ligarem-se pRb, um outro gene
que regula a transi¢cdo G1/S do ciclo de divisdao celular, e, portanto,
inibindo a acdo anti-tumoral do gene (gene de expressdo supressora).
Como conseqiiéncia, as células s3o imortalizadas. Essa relacdo
demonstra outro possivel mecanismo pelo qual o HPV poderia contribuir
para a carcinogénese (OLIVEIRA et al, 2003).

O papilomavirus na mucosa oral normal deve ser investigado
através de estudos sobre a histéoria natural da infec¢do do HPV na
cavidade oral. A prevaléncia do papilomavirus na mucosa oral normal ¢
controversa (BARBOSA ef al 1991, BOUDA et al 2000). Observou-se na
mucosa oral normal uma grande variagdao nas taxas detectadas de HPVs
(em torno de 22% a 60% e de 0% até 81,1% em estudos induzindo véarios
métodos e com um numero limitado de individuos), o que parece
depender da populacdo a ser examinada e da escolha do método (da
SILVA et al, 2004, VENTURI et al, 2004). Foi sugerido que a

prevaléncia do HPV na mucosa oral normal incluiu infecg¢des subclinicas
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e/ou latentes, e que a infec¢do com um baixo nimero de cépias do virus
¢ comum na cavidade oral (BOY et al, 2006).

A prevaléncia do papilomavirus humano nas lesdes ndo malignas
(papilomas de células escamosas, condilomas e verruga vulgar) da
cavidade oral, obtiveram resultados significantes no trabalho realizado
por CASTRO, (2006) através dos métodos IHQ(Imunohistoquimica),
ISH(Hibridiza¢ao in situ), HSB(Hibridizacdo southern blot) e
PCR(Reag¢ao em cadeia da polimerase), com predominio para as formas
de baixo risco.

A hibridizagcdo in situ (ISH) envolve um tipo especifico de
marcador radioativo para DNA que é complementar para detecg¢do das
seqiiéncias de DNA do HPV. Foi o ensaio inicial escolhido para
identificagcdo do HPV antes de outras técnicas moleculares mais sensiveis
inventadas (HA et al, 2004). Enquanto esses estudos estavam
despertando o interesse dos investigadores, a validade da prevaléncia dos
dados provenientes desses estudos ¢ improvavel. A sensibilidade desse
ensaio foi encontrada por ser na ordem de 20-50 copias por célula
(Syrjanen et al, 1998). Entretanto, ISH depende da consisténcia da
seqiiéncia presente na amostra ¢ atualmente € reconhecido que a presenca
do HPV DNA nas amostras de cavidade oral ¢ inconsistente. (HA et al,
2004).

PCR ¢ conhecida por ser o mais sensivel ensaio de detec¢do do
HPV DNA em quaisquer tipos de amostras (HA et al, 2004). Primers
universais para conservar seqiéncias de DNA em HPV foram designados
para reconhecimento da regido L1 (também conhecidos como
MY09/MY11) (HA et al, 2004)

A biologia do papilomavirus estd diretamente associada a inducdo
de tumores epiteliais e fibroepiteliais nos seus hospedeiros naturais,
além de apresentar um tropismo especifico em células epiteliais
escamosas (CASTRO et al, 2006). A infec¢do produtiva do virus, dentro
da célula hospedeira, pode ser dividida em dois estdgios: precoce e
tardio (CORRENTI et al, 2004; DEDIVITIS et al, 2004). Tais estagios
estdo relacionados as etapas da diferenciacdo celular e ¢ essencial

sobressaltar que as lesdes causadas pelo HPV contém caracteristicas
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histolégicas fundamentais: a) infec¢des cutdneas queratinizadas
(aumento da epiderme, normalmente com presen¢a de papilomatose) e b)
granulos de queratohialina (os quais sdo predominantes nas inclusdes
basofilicas intranucleares detectadas na camada superior da epiderme)
(ROSEMBLATT et al, 2005).

O tropismo do HPV nas células epiteliais escamosas ¢ evidenciado
pelas fungdes de replicagdo viral, sintese vegetativa de DNA viral,
producao de proteinas do capsideo viral e formag¢do dos virides, dirigidos
aos queratindcitos durante o processo de diferenciacdo. A expressdo
génica tardia, a sintese de proteinas do capsideo, a sintese vegetativa do
DNA e a formagdo de virides, ocorrem somente em células epiteliais
escamosas em diferenciagdo terminal (CASTRO et al, 2004).

No HPV-31, as proteinas precoces (E) sdo expressas pelo promotor
Py;, antes da replicagcdo produtiva viral, enquanto as proteinas tardias (L)
sdo expressas pelo promotor P74, durante a sintese de virides (BOUDA et
al, 2000, RONCO et al, 1998, REDEL et al, 2002). As proteinas E1 ¢ E2
sdo necessarias para a replicagdo viral do DNA e formam um complexo
em torno da origem de replicacdo (OLIVEIRA, 2003). A E2 tem sido
sugerida como um repressor do promotor viral precoce, funcionando
como controle no mecanismo de replicagdo. A E4 ¢ expressa como
proteina de fusdo, com cinco aminoacidos da regido N-terminal da E1
(fusdo El1 e E4). A funcdo do gene E5 ainda ndo ¢ bem conhecida e
provavelmente esteja associada a sintese de uma proteina membranal
com atividade transformadora. As proteinas E6 ¢ E7 sdo as principais
responsaveis pela transformag¢do nos HPVs de alto-risco e atuam na
modulagdo de atividades de proteinas celulares que regulam o ciclo
celular (ROBINS et al, 2001). Os genes tardios L1 e L2, como no BPV-1,
codificam proteinas do capsideo viral (OLIVEIRA et al, 2003).

A presenga de HPV em mucosa normal apresenta dados bastante
conflitantes em razdo da variedade de métodos e dos grupos de pacientes
pesquisados, sendo a reag¢do de cadeia da polimerase (PCR) a técnica
mais utilizada para a deteccdo do DNA do HPV em boca (SCULLY,
2002; CASTRO et al, 2006; HA et al, 2004). Em relacdo a sua

prevaléncia em mucosa normal, o HPV ¢ detectado duas a trés vezes mais
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em lesdes pré-cancerosas e quase cinco vezes mais no carcinoma oral
(FEHRMANN et al, 2003; FERREIRA et al, 2004). As formas
clinicamente diagnosticadas, que apresentam relacdo direta ou indireta
com o HPV, sio:

- o papiloma escamoso, denominacdo genérica, usada para incluir
crescimentos papilares e verrucosos. E a lesdo papilar mais comum da
mucosa bucal, constituindo aproximadamente 3% das lesdes da boca. Sua
etiologia esta relacionada com o HPV-6 e 11. Esses subtipos virais tém
sido identificados em até 50% dos papilomas orais (PARISE 2000).

O condiloma aculminado, ¢ uma proliferagdo induzida por virus do
epitélio escamoso estratificado da genitalia, regido perianal, boca e
laringe. Parece estar associado ao HPv-6, 11, 16 e 18, entre outros. E
considerada uma doenca sexualmente transmissivel (DST), com lesdes
desenvolvendo-se no local do contato sexual ou em regides que sofreram
traumas.

A verruga vulgar ¢ o resultado de infec¢do pelo HPV, cuja
identificacdo clinica existe hd mais de dois mil anos. A etiologia viral
das verrugas foi demonstrada em 1907 por Ciuffo, que induziu a sua
transmissao através de um filtrado livre de células. A verruga consiste
em uma hiperplasia do epitélio escamoso estratificado ndao maligno,
induzida por virus e focal. Esta associada ao HPV-2, 4 ¢ 40. A verruga
vulgar ¢é contagiosa e pode espalhar-se por outras partes da pele ou das
membranas mucosas de uma pessoa, por auto-inoculagdo. Nao ¢ comum
na mucosa oral, mas extremamente comum na pele (PARISE apud
SCULLY e PORTER, 2000).

A hiperplasia epitelial focal (doenga de Heck ou Papiloma Focal
ou Hiperplasia epitelial de Virus) foi identificada como entidade distinta
em 1965, sendo as lesdes descritas inicialmente em indios americanos,
nos Estados Unidos e no Brasil, e em esquimés. E uma lesdo
proliferativa localizada e induzida por virus no epitélio escamoso oral,
sendo produzida por subtipos do HPV (PARISE apud SCULLY e
PORTER, 2000).

O CEC oral , em estdgios precoces, ¢ usualmente assintomatico. A

ndo ser que o paciente apresente algia (dor) ou sangramentos locais, o
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que em geral ocorre em fases mais avancadas, podendo ser percebida
quando ela atingir dimensdes consideraveis, apesar de a cavidade oral ser
local de facil acesso ao exame fisico (PARISE apud SCULLY e
PORTER, 2000). O crescimento da neoplasia também pode ser gradual e
ter inicio como uma lesdo pré-maligna (eritroplasia ou leucoplasia). A
mucosa bucal passa por alteragdes seqiienciais até conter um carcinoma
espinocelular invasivo. A lingua ¢ sitio de acometimento de cerca de trés
quartos dos canceres de toda a mucosa oral. Nessa regido, suas formas
mais comuns de apresentacdo clinica sdo a exofitica e a infiltrativa. A
borda lateral ¢ o subsitio mais freqiientemente acometido, especialmente
na junc¢do entre o ter¢co médio e posterior, observando-se que muitas
vezes o tumor estende-se para o assoalho adjacente, com invasdao de sua
musculatura e conseqiiente fixacdo do 6rgdo. Lesdes do tergo posterior
da lingua bucal também podem progredir através do musculo estiloglosso
para o processo estiloide, avancar através da base da lingua ou do
assoalho da boca e atingir a orofaringe (ROSEMBLATT, 2005).

Na maioria dos casos, o cincer do labio ocorre no vermelhdo do
labio inferior, logo ap6s a linha de contato com o ldbio superior. Nessas
localizagdes, a mneoplasia estd mais freqiientemente associada a

ulceracdes e desenvolvimento precoce de metastases (PARISE, 2000).

2.3 O HPV e o0 gene TP53

2.3.1.0 gene TP 53

O gene supressor tumoral p53 encontra-se situado no brago curto
do cromossomo 17 (regido pl13.1), tendo como seu produto de transcri¢do
uma proteina nuclear de 53 kilodaltons (kD), denominada proteina 53
(p5S3) (HSIEH et al, 2001, KINGSLEY et al, 2006). No homem,
apresenta peso molecular de 20 Kb, sendo constituido por 11 éxons. As
regides situadas entre os éxons 5 e 9 sdao denominadas de sitios
especificos de mutacdo (HSIEH et al/, 2001, KINGSLEY et al, 2006).

A proteina p53 por sua vez, ¢ uma fosfoproteina nuclear

constituida por 375 aminoéacidos. A forma funcionalmente ativa
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(selvagem ou wild type), apresenta uma estrutura molecular tetramérica,
ou seja, com quatro subunidades bdasicas idénticas que se juntam,
constituindo a forma funcionalmente ativa da molécula (HSIEH et al,
2001, KINGSLEY et al, 2006). Cada unidade basica da proteina p53 ¢
formada por quatro dominios que representam unidades funcionais
distintas: a) o primeiro segmento (regido amino terminal) ¢ composto por
80 aminoacidos, relacionado com a capacidade de transativagdo de outros
genes; b) o segundo dominio (localizado entre os aminoacidos 100 e
300), representa a parte central sendo responsavel pela capacidade de
ligagdo com a molécula de DNA; c¢) na porcdo carboxi-terminal,
localizam-se os sitios de dimerizacdo e d) a regido de tetramerizacdo das
quatro unidades basicas da molécula p53 (BEROUD et a/ 1998).

A proteina p53 foi descrita pela primeira vez em 1979 como uma
fosfoproteina nuclear, formando um complexo com o antigeno T do virus
simio 40 (SV-40), sendo inicialmente referida como proteina oncogénica
e em 1989 como gene supressor tumoral. Quando uma célula apresenta
um alelo do gene p53 normal e outro mutado, a fun¢do da proteina p53
fica comprometida, visto que a maioria dos tetrdmeros da molécula
apresentard pelo menos uma das subunidades alterada, como por
exemplo, a troca de um aminoacido. A forma ativa da proteina p53 tem
vida média muito curta (em torno de 6 minutos), devido a sua rdpida
degradagdo, o que torna extremamente dificil a sua detecgio (BEROUD
et al, 1998).

Ao contrario, as formas mutadas ou inativas tendem a acumular-se
no nucleo das células, podendo ser facilmente detectadas por métodos
imunoldégicos como a imunocitoquimica, imuno-histoquimica, Western
blot ou citometria de fluxo (BEROUD et al, 1998). O termo "guardid do
genoma" atribuido a proteina p53 ¢é decorrente da sua fun¢do como
"policial molecular", monitorando a integridade do genoma e impedindo
a proliferacdo de células com DNA mutado. No caso de lesdo no DNA
por agentes fisicos tais como radiag¢do ultravioleta, raios gama ou ainda,
por produtos quimicos mutagénicos, o gene p53 ¢ ativado, levando a
transcricdo da proteina p53. O acumulo dessa proteina no nucleo da

célula inibe o ciclo mitdtico no inicio da fase G1 e ativa a transcrigdo de
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genes de reparo do DNA, impedindo desta forma a propagag¢do do erro
genético para as células filhas. No entanto, se o reparo do DNA ndo for
efetuado de forma satisfatéria, a proteina p53 dispara o mecanismo de
morte celular programada denominado apoptose (ROBINS ez al, 1991,
BEROUD et al, 1998).

A oncoproteina E6 presente no virus HPV de alto risco ¢ conhecida
por ligar-se e por induzir uma degradag¢ao da proteina p53 de supressdo

tumoral através da rota da ubiqiiitina (KATIYAR, 2003) (figura 3).

Conjugagﬁ}q com Degradagao da
a ubiqitina 265 proteossoma proteina
UBIQUITINA b Aminodoldos
E6

Proteina

Peptideos

Complexo 195

g | Proteossoma central 205

Degradacao das proteinas no citoplasma.

Figura 3. Via proteolitica ubiqiiitina-proteossomal (modificado de Mitch

e Goldberg, 1996).

A degradacao da proteina p53 pelo sistema da ubiqiiitina ¢ causada por
um polimorfismo comum do gene 7P53, que codifica o aminoécido
prolina ao invés da arginina na cadeia polipeptidica da proteina citada.
Essa alteracdo ocorre no cdédon 72 do éxon 4 do gene (KATIYAR et al,
2003). Recentemente, foi demonstrado que a presen¢a do homozigoto

arginina no co6don 72 reproduzido pela proteina p53 foi sete vezes mais
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susceptivel a degradac¢do proteolitica causada pela E6, observada no
cancer cervical, que aquelas que apresentavam o homozigoto prolina ou o
heterozigoto arginina/prolina. Na India, a prevaléncia do HPV no
desenvolvimento do cadncer uterino e na cavidade oral tornou-se um dos

mais altos do mundo (KATIYAR et al 2003) (figura 4).

SH3

1 o 60 90 100 0 33 3% 370 393

—iE——

66

79

ATG CCA GAG GCT GCT CCC CCC GTG GCC CCT GCA CCAGCA GCT
MET PRO GLUALA ALA PRO PRO VAL ALA PRO ALA PROALA ALA

ATG CCA GAG GCT GCT CCC CGC GTG GCC CCT GCA CCA GCA GCT
MET PRO GLUALA ALA PRO ARG VAL ALA PROALA PROALA ALA

Figura 4. A alteracdo do cddon 72. A citosina ¢ trocada por guanina,
formando wuma arginina na cadeia polipeptidica. (adaptado de

MATLASHEWSKI, 1987).

Os HPVs de alto risco podem induzir anormalidades pela interagdo
de suas proteinas E6 ¢ E7 com proteinas de circuito regulatorio do ciclo
celular, como a p53 e a pRB, respectivamente (zur HAUSEN, 2002). A
proteina p53 desempenha um papel central na regulacdo das diferentes
vias de sinalizagdo que controlam as respostas celulares aos danos
sofridos pelo DNA, causados por diferentes agentes. A importdncia da
pS53nas respostas celulares aos danos do DNA ¢é demonstrada pelo fato de
que as mutagcdes no seu gene codificador TP53 (tumor protein 53)
revelam a alteracdo genética mais comumente encontrada em canceres
humanos. J4 foram detectadas mais de 15 mil mutagdes inativadoras em

alelos do gene TP53. Aproximadamente 50% dos canceres humanos
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possuem muta¢gdes no 7TP53 e acredita-se que em parte dos 50%
restantes, a via de sinalizacdo da p53 esteja comprometida por outros
mecanismos (VOUSDEN, 2002). Como a ag¢do génica estd associada a
diversos outros fatores protéicos de ativagdo e inativagdao, como a
proteina inibidora HDM2 (forma humana do gene murine doublé minute
2 protein), componente-chave na regulagdo da estabilidade da p53, as
oncoproteinas E6 e E7 nas formas de HPV de alto risco alteram a
expressao génica e a atividade de diversas proteinas celulares incluindo
as proteinas supressoras de tumor p53 e pRB, que sdo inativadas pelas
oncoproteinas, E6 e E7, nessa ordem. A proteina E6 inativa a p53
induzindo a sua degradacdo (protedlise) através de um mecanismo que
envolve a ubiqliitinagdao desta ultima proteina. As proteinas E6 nao
possuem uma atividade enzimatica intrinseca e exercem a sua funcdo
através da interacdo com proteinas celulares. Para degradar a proteina
p53, as proteinas E6 ligam-se ubiqiiitina-ligase celular, denominada E6-
AP (E6 associated-protein). Este complexo € capaz de se associar a p53
e recrutar o complexo de enzimas envolvidas na ubiqiiitinagdo que, por
sua vez, ubiqiiitinam residuos de lisina na p53, iniciado o seu processo
de degradag¢do via proteossoma celular. Acredita-se que a inducdo da
degradacdao da p53 pela proteina viral E6 seja um evento-chave na
imortalizagdo celular promovida pelo HPV (FEHRMANN et al, 2003;
ZUR HAUSEN, 2004).

O seqiiestramento da p53 e da pRB e a conseqiiente perda de
regulagdo do ciclo celular parecem ser os mecanismos principais que
explicam o efeito oncogénico dos HPVs. Dessa forma, ¢ razodvel supor
que a inativacdo dos genes TP53 e pRB por outros mecanismos, como
muta¢cdes de ponto ou delegdes, deve ser necessaria nos processos de
maligniza¢do sem infec¢do pelo virus. Pode-se confirmar que estudos
epidemioldgicos mostram que hd uma relagdo inversa entre infec¢do por
HPV e mutagdes em 7TP53 em carcinomas cervicais. Os tumores HPV
negativos apresentam maior nimero de mutacdes no gene TP53 e aqueles
tumores que apresentam o genoma viral integrado ao genoma celular
apresentam TP53 no estado selvagem. Esses dados permitem

compreender as alteracdes nas fung¢des do gene 7P53 tem grande
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participa¢do no processo carcinogénico. Na presenca de HPVs de alto
risco, a perda da atividade apoptodtica de 7P53 ocorre pela formagdo do
complexo com E6, levando a degradagdo da proteina. Na auséncia do
virus, a inativacdo de TP53 ocorre por mutacao estrutural ou regulatoria
ou perda alélica. Em tumores com HPVs de risco intermedidrio, cuja
capacidade de transformac¢do ¢ menor que os HPVs de alto risco, hd uma
alta incidéncia de mutagdes em 7TP53, provavelmente como um efeito
auxiliar na carcinogénese. Portanto, o seqliestramento de p53 por E6 ¢
andlogo a inativagdo por mutacdo (FEHRMANN ef al, 2003; ZUR
HAUSEN, 2004).

Nos ultimos anos hd um aumento consideravel dos polimorfismos
conhecidos no mecanismo carcinogénico. Estudos moleculares revelam
que o polimorfismo do cdédon 72 do gene TP53 que resulta na
substituicdo de uma arginina por uma prolina, cuja observa¢dao ¢ comum
em americanos africanos e em caucasianos (WU, 2005). A relacdo entre o
polimorfismo do cédon 72 e o risco de cancer de pulmao apresentou
resultados conflitantes. Entretanto, um largo estudo de uma série de
casos mostrou recentemente um aumento no risco de cancer de pulmao

associado com o alelo variante prolina (WU, 2005).

As alteracdes genéticas citadas envolvem tanto a amplificagdo e
ativacdo de protooncogenes quanto muta¢gdes que levam a perda e/ou
inativacao dos alelos de genes supressores de tumor (FERREIRA, 2004).
Uma ou mais mutagdes podem ser herdadas ou podem surgir como

conseqiiéncia da exposi¢do a carcindgenos ambientais ou agentes

infecciosos (FERREIRA, 2004).

A oncologia viral tem contribuido para o surgimento de
aproximadamente 20% de todos os canceres humanos e, em alguns
tumores, como cancer de cérvice uterino e hepatocarcinoma, os virus sdo
o principal agente causal (FERREIRA, 2004, FEHRMANN et al, 2003).
Os oncogenes sao formas alteradas dos protooncogenes, que podem
diferir tanto na estrutura quanto na funcdo da proteina codificada pelo

seu homdlogo normal e que estdo envolvidos no processo de
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transformag¢dao maligna. Os oncogenes foram inicialmente identificados
em virus capazes de induzir tumores em animais ou de transformar

células cultivadas in vitro (ROSEMBLATT, 2005)

Os oncogenes presentes no genoma viral recebem a designagdo v-
onc (oncogenes virais) enquanto aqueles presentes no nucleo das células
animais sdo denominados de c-onc (oncogenes celulares). A acdo viral ja
¢ comprovada em varios tipos de canceres estudados e apresenta-se como
um dos carcindgenos essencialmente importantes nas lesdes malignas e

ndao malignas de cavidade oral (FERREIRA 2004).

Atualmente, a maior descoberta sobre a etiologia do cancer
humano tem sido o reconhecimento de que o cancer cervical ¢
conseqiiéncia de infec¢dao por alguns tipos de HPV mucosotropicos ¢
alteracdes genéticas identificadas (VIDAL 2004, FERREIRA 2004,
TERAI et al 2001, ROSEMBLATT 2005, de MOURA-GALLO et al 2004,
CASTRO et al 2006). A prevaléncia existente entre o HPV e possiveis
alteragdes genéticas que relacionam as oncoproteinas virais com oS
c6dons dos genes em questdo, principalmente o 7P53, sugere um
envolvimento real do HPV na iniciacdo e progressdao da neoplasia oral,
mas que ainda apresenta resultados conflitantes (ROSEMBLATT 2005,
de MOURA-GALLO, de SOUZA et al, 2004, SOUTO et al, 2005).
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3. Objetivos
GERAL

» Verificar a implicacdo do HPV e do polimorfismo alelo-G no
c6don 72 do gene TP53 em individuos com CEC oral e individuos

saos.
ESPECIFICOS

1. Descrever o perfil epidemioldégico dos individuos da amostra,
buscando a associacdo de fatores de risco e virus para o
desenvolvimento dos canceres orais diagnosticados;

2. Investigar a presen¢a de HPV nas lesdes de CEC oral dos pacientes
e em area sd de mucosa, correspondente, do grupo controle;

3. Determinar as freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo

alelo-G do gene TP53 em pacientes e controles;

4. Avaliar o papel do polimorfismo alelo-prolina do gene 7P53 na

etiopatogénese do CEC oral nas amostras estudadas.
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4. Materiais e métodos

4.1 Populacio alvo/selecido da amostra

Foram incluidos pacientes diagnosticados para carcinoma escamoso
celular, atendidos na rotina do Hospital do Céancer de Pernambuco —
HCPE e um grupo controle foi composto por individuos sem histérico de
cancer, que prioritariamente fossem acompanhantes dos individuos alvo,
pois estdo teoricamente sujeitas as mesmas condi¢cdes socioeconOmicas.
Os dois grupos foram avaliados através de um questionario

epidemiolégico(Anexo 1).
4.2 Coleta de material Biologico

Foram realizadas duas coletas por citologia esfoliativa com o uso
de citobrush. A primeira foi armazenada em um tubo falcon contendo
2ml de solucdo de lise de membrana, para iniciar a lise da membrana
celular e conservar o material em condig¢des apropriadas para as técnicas

moleculares.
4.3 Extracao do DNA

A extracdo do DNA das amostras foi realizada pelo método “salting
out”, descrito por MILLER ef al, (1988). O protocolo utilizado tem como
procedimento inicial de extra¢cao para material coletado por esfoliacao de
mucosa, colocar o mesmo material no tubo falcon ja4 com 2 ml de solucdo
de lise de membrana. O passo seguinte foi a lise de nucleo,
proporcionada pela adi¢cdo de solucdo de 200uL de lise nuclear e 50uL de
SDS (dodecil sulfato s6dio) a 10%, e posterior incubag¢do por 10 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, uma nova adi¢do do tampdo de
lise de ntcleo (150uL), vortex vigoroso e mais 10 minutos de incubagdo
a temperatura ambiente. Em seguida foi feita a lise das proteinas
celulares, através da adicdo de 10 pL de proteinase K(20g/ pL) e
incubagdo por 2h a 65°C ou overnight a 37°C. Para a precipitagdo e
remocao das proteinas lisadas foram adicionados 175puL de solucdo de
NaCl (5,3M), e centrifugagdo a 13.000rpm por 15 minutos. O
sobrenadante, onde se localiza o DNA, foi transferido para outro tubo,

com posterior adicdo de 1mL de etanol absoluto, para precipitar o acido
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nucléico. A amostra foi submetida a centrifugacdo por 13.000 rpm no
intervalo de 10 minutos, para a formac¢do do pellet de DNA. Depois, o
sobrenadante foi descartado e adicionado ao tubo ImL de etanol a 70%
para iniciar a reidratagdo do DNA. O sobrenadante foi novamente
descartado, para ser adicionado de 30puL a 100puL de solucdo de
reidratacdao, TE (Tris EDTA, pH 8).

4.4 Amplificacdo para p53

As genotipagens foram realizadas através do método PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism), de acordo com os métodos de Pierce et al, 2000
adaptado.

As regides do DNA contendo o polimorfismo no gene 7P53 foram
amplificadas usando os pares de primers: 5’- ATC TAC AGT CCC CCT
TGC CG -3’ ¢ 5°- GCAACTGACCGTGCAAGTCA-3’. A amplificacdo do
DNA gendmico foi efetuada em reacdo de 24 uL, num eppendorf de
200uL, contendo 13,5uL de H,O autoclavada; 2,5uL de PCR Buffer
(10X) [50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI ( pH 8.3)]; 2,0uL de dNTP ( 1
mM); 1,0uL de MgCl, (50mM); 2,5uL de primer 1 (2,5 pmol); 2,5uL de
primer 2 (2,5 pmol) e 1,25 unidades (5U/puL) de enzima DNA Taq
Polimerase (Master Mix), em termociclador de gradiente 96 pocos da
Eppendorff. Os parametros da PCR foram os seguintes: uma etapa inicial
de desnaturacdo de 5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 95°C/1'
(desnaturagdo), 62°C/1'30" (anelamento), e 72°C/1' (extensdo), e uma
extensdo final por 7 min a 72°C, para garantir uma extensdo completa de

todos os produtos de PCR
4.5 Determinacdo dos polimorfismos para p53

Para a mutac¢do no cdédon 72 do gene TP53, 10uL do produto da
PCR foram digeridos em 0,2pL (10U/pL) da enzima de restrigdo BstU I
8uL de buffer (10X) (Qbiogene), a 36°C por 6h no minimo ou overnight.
Apds digestdao os amplicons foram separados em gel de agarose a 2% e,
como a mutagdo altera o sitio de restricdo para a referida enzima,

forneceram a seguinte leitura: fragmentos de 169pb e 127pb — fenotipo
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Arg/Arg (selvagem); fragmentos de 296pb — fendtipo Pro/Pro (mutante) e
fragmentos de 169pb, 127pb e 296 pb — fenodtipo heterozigoto.

4.6 Deteccio do DNA-HPV

O DNA extraido de células obtidas das lesdes foi amplificado por
PCR com a utilizagdo do primer GP5+ /GP6+. O resultado foi observado
em gel de agarose 2%, usando solug¢do tampao de Tris-acetato a 40 mmol
com EDTA a Immol, corados por brometo de etidio a 0,5ug/ml e
visualizados em transiluminador de ultravioleta (Ultralum). O produto

amplificado produz fragmentos de 150 pares de base.
4.7 Aspectos Eticos

Todos os pacientes foram avaliados e foram informados de todos os
critérios para a inclusdo no projeto e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). O presente projeto foi
aprovado pelo Comité de ética e Pesquisa em Seres Humanos do

HUOC/UPE (Anexo 3).
4.8 Analise Estatistica

O estudo foi do tipo caso controle com amostras independentes

constando de dados nominais (genotipo).

Para anélise dos resultados foram utilizados os testes Qui-quadrado
(C/ ou S/ correcao de Yates), o Teste exato de Fisher ¢ o Teste G

(Williams).

A hipdtese experimental foi observar alteragdes significativas nas
distribui¢des genotipicas entre os grupos teste e controle, bem como uma
diminui¢do no risco ao desenvolvimento de cancer de boca na presenca

dos gendtipos CC (Arg), CG (Arg/Pro) e GG (Pro).

A hipdtese nula foi aceita, em fung¢ao da distribui¢do genotipica que
ndo apresentou diferenca significativa ao nivel de a = 0,05 nos grupos

teste e controle.

As freqiiéncias alélicas foram estimadas pelo método de contagem

génica. O equilibrio genético e prevaléncia dos diferentes gendtipos nos
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pacientes e controles foram analisados pelo teste do y° de

homogeneidade, com nivel de significancia de 0,05.
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5. Resultados

5.1 Dados quantitativos das populacoes humanas

Nesta pesquisa, foram analisados 24 pacientes que apresentavam
CEC oral, sendo 14 (58,3%) do sexo masculino ¢ 7 do sexo feminino
(29,2%), além dos 3 (12,5%) individuos sem identificagdo. As idades dos
individuos variaram entre 30 a 83 anos, sendo a mediana 60,0 anos ¢ a
média 59,3 anos. Dos pacientes investigados, 7 eram brancos (29,2%) e
13 ndo brancos (54,2%), sendo 4 (16, 6%) que ndo apresentaram
identificagdo. Com relagcdo ao tabagismo, 17 (71%) eram fumantes,
enquanto que 3 (12,5%) ndo utilizam o cigarro. Foram 4 (16,5%) os
pacientes que ndo responderam. Analisando-se o etilismo, 11 (46%)
afirmaram consumir bebidas alcodlicas, enquanto 7 (29,2%), ndo eram
etilistas. Foram 6 (24,8%) os pacientes sem registro de respostas.
Retratando-se o uso de protese, 2 (8,3%) foram os pacientes que
afirmaram usar e 8 (33,3%) dizem ndo possuir proteses. Sdo 14 (58,4%)

0os pacientes que ndo apresentaram respostas (tabela 1).
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Tabela 1. Dados referentes ao sexo, idade, etnia, tabagismo, etilismo
e uso de protese dos pacientes.

Parametros Grupos Total de pacientes (%)

Sexo Masculino 14 (58,3%)
Feminino 7 (29,2%)

*#SI 3 (12,5%)
Idade* >41 20 (83,3%)
<41 1 (4,16%)

SI 3 (12,5%)

Etnia Branco 7 (29,2%)
Nao branco 13 (54,2%)

SI 4 (16,6%)

Fumante Sim 17 (71%)
Nao 3 (12,5%)

SI 4 (16,5%)

Etilista Sim 11 (46%)
Nao 7 (29,2%)

SI 6 (24,8%)

Uso de protese Sim 2 (8,3%)
Nao 8 (33,3%)
SI 14 (58,4%)

* idade média do grupo é de 59,3 anos.
**SI = sem identificacio/sem respostas

No que se refere aos controles, foram analisados 21
controles, envolvendo pessoas que ndo apresentavam o CEC oral. Destas,
3 pessoas eram do sexo masculino (14,3%) e 12 do sexo feminino
(57,2%). As demais analisadas, 6 (28,5%) ndo apresentaram
identificagdo. As idades dos individuos variaram entre 21 a 68 anos,
sendo a mediana 35,0 anos ¢ a média 37,2 anos. Com relagao a etnia, 4
(19%) eram brancos, 9 (43%) ndo brancos e 4 (19%) ndo apresentavam
identifica¢do. Ja4 com relagdo ao tabagismo, 4 (19%) eram fumanes, 10
(47,6%) nao fumantes e 7 (33,4%) ndo apresntaram respotas. Em se
tratando do etilismo, 5 (23,8%) responderam ser usuarios de bebidas
alcoolicas, 9 (42,9%) ndo consomem e 7 (33,3%) ndo responderam.O uso
de protese nao foi verifiado nos pacientes que se submeteram a pesquisa.
Foram 8 (38%) que afirmaram ndo usar proteses dentdrias. Enquanto que

13 (62%) individuos ndo responderam.
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Tabela 2. Dados referentes ao sexo, idade, etnia, tabagismo, etilismo
e uso de protese dos controles.

Parametros Grupos Total de controles(%)
Sexo Masculino 3 (14,3%)
Feminino 12 (57,2%)
*#SI 6 (28,5%)
Idade* >41 7 (33,3%)
<41 13 (61,9%)
SI 1 (4,76%)
Etnia Branco 4 (19%)
Nao branco 9 (43%)
SI 8 (38,0%)
Fumante Sim 4 (19%)
Nao 10 (47,6%)
SI 7 (33,4%)
Etilista Sim 5(23,8%)
Nao 9 (42,9%)
SI 7 (33,3%)
Uso de proétese Sim 0 (0%)
Nao 8 (38%)
SI 13 (62%)

* idade média do grupo é de 37,2 anos.
**SI = sem identificacio/sem respostas

5.2 Amplificacdo do DNA através da Reacido em Cadeia com

a Polimerase (PCR)

5.2.1. Identificacdo do polimorfismo do gene 7P53

Foram realizadas 43 amplificacdes a partir do DNA extraido de
material coletado dos pacientes com CEC oral para identificagdo do
polimorfismo do cdédon 72 do gene TP53. Dessas, em apenas 24 (55,8%)
apresentavam-se com qualidade para anélise, sendo as demais excluidas
do estudo. Foram realizadas com sucesso 43 amplificagdes do material
coletado dos controles, sendo que 21 (48,8%) obtiveram éxito na
visualizagdo do DNA, enquanto que as demais foram excluidas da
pesquisa. A numerag¢ao das amostras foi feita segundo a relacao numérica
dos pacientes e controles que foi submetida aos questionarios
respondidos, apds assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido.
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A genotipagem observada revelou que 12,5% dos individuos com
CEC oral eram CC (Arg), 71% eram CG (Arg/Pro) e 16,5% eram GG
(Pro). Os controles revelaram 38,1% de individuos CC(Arg), 47,6% CG
(Arg/Pro) e 14,3% GG (Pro) (tabelas 3 e 4) .

Tabela 3. Distribuicdo dos gendtipos das 24 amostras com CEC oral e

dos 21 controles.

CC (Arg) CG (Arg/Pro) GG (Pro) Total

Amostras com CEC oral 3 (12,5%) 17 (71%) 4 (16,5%) 24
Controles 8 (38,1%) 10 (47,6%) 3(14,3%) 21
Total 11 27 7 45

E importante ratificar que dos individuos que apresentavam o CEC
oral, 11,5% tém o alelo C, enquanto que 12,5% apresentaram o alelo G.
J& para os controles, foram identificados 54,1% de individuos com o

alelo C 33,3% com o alelo G.

Tabela 4. Distribuicao dos alelos das 24 amostras com CEC oral e dos

21 controles.

C (Arg) G (Pro) Total
Amostras com CEC oral 11,5 (48%) 12,5 (52%) 24
Controles 13 (61,9%) 8 (38,09%) 21

Com relagdo a freqiiéncia do alelo G dos individuos com CEC oral,
83,3% dos individuos estudados apresentavam o alelo, enquanto que nos

controles, houve uma freqiiéncia de 75% do alelo G.
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Tabela 5. Freqiiéncia de individuos das 24 amostras de CEC oral e
dos 21 controles que apresentam pelo menos 1 alelo arginina (CC

(Arg/Arg) e CG (Arg/Pro)).

CC (Arg) Total
Amostras com CEC oral 20 (83,3%) 24
Controles 18 (75%) 21

Ja& o alelo Prolina, foi observado 87,5% de freqii€éncia nos

individuos com CEC oral e 54,1% nos controles.

Tabela 6. Freqiiéncia de individuos das 24 amostras de CEC oral e
dos 21 controles que apresentam pelo menos 1 alelo prolina (GG
(Pro) e CG (Arg/Pro)).

GG (Pro) Total
Amostras com CEC oral 21 (87,5%) 24
Controles 13 (54,1%) 21

+— 206

127

169

Figura 1. Gel de agarose a 2% mostrando a genotipagem de alguns
pacientes com CEC oral. Na linha observa-se um Pro/Pro, na linha 6 um

Arg/Pro e na linha 7 um Arg/Arg.
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Figura 2. Gel de agarose a 2% mostrando a genotipagem do 7P53 dos

controles.

5.2.2. Identificacdao do HPV

As andalises da presenca do HPV através da PCR utilizando-se os
primers GP5+/6+ revelaram uma auséncia do virus, tanto nas amostras

dos pacientes com CEC oral, quanto nos controles.

5.2.3. Analise estatistica

As variaveis estudadas do perfil epidemiologico da populagdao de
pacientes e controles que foram submetidos ao estudo revelaram que
houve significdncia tanto para a idade dos individuos (X= 5,888;
p=0,0152), quanto para o tabagismo (X2=8,843; P= 0,0029 - Fisher:
p=0,0014). Foram analisadas estatisticamente as variaveis sexo, etnia,
tabagismo, etilismo, uso de protese, procedéncia, renda, escolaridade,
exposicdo ao sol, condi¢gdes médicas e a genotipagem dos pacientes e

controles (graficos 1 e 2).
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Grafico 1. Grafico descritivo da variavel género
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Grafico 2. Grafico descritivo da variavel tabagismo
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Tabela 7. Tabela dos valores estatisticos significantes das variaveis

investigadas

Variavel investigada Teste estatistico

Tabagismo X2=8,843; P=0,0029
(Fisher: p=0.0014)
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Tabela 8. Tabela descritiva das variaveis investigadas

Variaveis Pacientes(24) Controles(21) Teste Estatistico
N (%) N (%)
Etnia: Branco 7 292 4 19,0 XY= 0,016; P=0,8998; E<5
Nao Branco 13 542 9 43,0 Fisher: p=1
SI 4 16,6 4 19,0
Etilismo:  SIM 11 46,0 5 23,8 XY 1,143; p=0,2850
NAO 7 292 9 429 (Fisher: p=0,2852
SI 6 248 7 33,3
Uso Protese: SIM 2 8,3 0 X?Y 0,345; p=0,5572; E<5
NAO 8 333 8 38,0 Fisher: p=0,4771
SI 14 58,4 13 62,0
Procedéncia: PE 16 66,7 14 66,7 X2=0,305; p=0,5809; E<5
Outros Estados 2 8,3 0  Fisher: p=0,4919
SI 6 250 7 33,3

* SI — sem identificacio/sem respostas
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Tabela 9. Tabela descritiva das variaveis investigadas

Variaveis Pacientes(24) Controles(21) Teste Estatistico
N (%) N (%)
Renda : Sem Renda 4 16,7 7 33,3 X2=3,314; p=0,1907;
Até 2 salarios min 12 50,0 5 23,8 E<5
Acima 2 salarios min 2 333 1 4.8 GW=2,9805; p=0,2253
SI 8 38,1
Escolaridade: Analfabeto 6 250 3 14,3 X’= 4,513; p=0,2111;
Fundamental 1 6 25,0 1 4.8 E<5
Fundamental 2 4 16,7 1 4.8 GW=4,1452; p=0,2462
Médio 3 12,5 5 23,8
SI 5 20,8 11 47,7
Exposicao ao sol: SIM 14 58,3 10 47,6 X2y=0,03; p=0,8629; E<5
NAO 6 250 O - Fisher: p=1
SI 4 16,7 11 52,4
Genotipos: Arg/Arg 3 12,5 8 8,1  X2=4,048; p=0,132; E<5
Arg/Pro 17 71,0 10 7,6  GW=3,8938; p=0,1427
Pro/Pro 4 16,5 3 4,3
SI 0 0

* SI — sem identificacio/sem respostas
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6. Discussao

O Papilomavirushumano (HPV) ¢é um virus epiteliotréfico presente
na etiologia de varias neoplasias, inclusive, de forma bastante discutida,
no desenvolvimento do CEC oral (BOUDA et al, 2000; TERAI et al,
2001). A relagcdo das oncoproteinas virais, principalmente a E6 com o
gene de supressdo tumoral 7P53 ¢é comprovada em diversos estudos que,
inclusive, esclarecem e explicam a alteracdo da fungdo génica que
culmina com a imortalizacao celular (HA et al/, 2004, FRANKS, et al,
1990, MATLASHEWSKI, ef al, 1987). A proteina p53, que controla o
ciclo de divisdo das células, ¢ destruida pela ubiqiiitina proteossomal,
em funcdo da interagdo entre o sitio da enzima com a oncoproteina E6. A
partir dessa interag¢dao, tem-se a inativacdo da funcdo apoptotica da
proteina supressora, tendo como principal conseqiiéncia a proliferacdo
irregular das células.(KATIYAR et al, 2003, SOARES et al, 2002,
SUZICH et al, 1995, VOUSDEN, 2002).

Os fatores ambientais, os habitos e até mesmo as condi¢des socio-
econdmicas dos individuos tém mostrado elementos essenciais na
investigacdo da carcinogénese (ROBINS et al, 2001). Dessa forma,
investigar os diversos co-fatores que participam como sinérgicos no
comprometimento das neoplasias, principalmente no CEC oral, torna-se
indispensavel na compreensdo dos mecanismos neopldsicos, assim como
a presenca do cigarro, do etilismo, que juntos correspondem aos
carcinogenos mais identificados no desenvolvimento dos carcinomas
orais (DEDIVITIS et al, 2004, VIDAL et al, 2004, SCULLY, 2002).

O presente estudo investigou a presenca do HPV e o polimorfismo
do cédon 72 do gene TP53 no carcinoma escamoso (CEC) oral de
individuos atendidos com o diagnéstico de CEC oral e nos controles.
Varios sdo os estudos que relatam uma variedade de achados cientificos
com resultados distintos, confirmando, dessa forma, a importancia de se
verificar desde o método laboratorial utilizado, até o nimero de unidades
experimentais da amostra. HA (2004) descreveu uma comparac¢do entre

os diversos estudos referentes a presenca do HPV mediante os métodos
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de investigacdo. Para HA, a detec¢do do HPV em mucosas orais normais
sugere que nem todos os sub-tipos virais necessariamenteinduzem a
carcinogénesee que seria importante identificar os fatores que os torna
indutores da malignizagao das células. Utilizando o consensus PCR,
OSTWALD et al (1994) obteve apenas uma amostra positiva para o HPV
dentre 97 estudadas com relacdo & mucosa oral normal. J& TERAI et al
(1999) utilizando L1 consensus PCR encontrou positividade viral em 26
das 37 amostras estudadas em seus estudos. J& BOUDA et al (2000)
desenvolvendo uma Nested PCR ndo encontrou nenhum virus de 16
amostras relatadas. E importante lembrar que os valores estdo
relacionados especificamente para as formas 16 e/ou 18 do HPV (HA et
al, 2004). Por outro lado, analisando-se a prevaléncia do HPV em lesdes
pré-malignas de mucosa oral (displasias, ceratoses, leucoplasias e
hiperplasias), as discrepancias sdo mais evidentes. GREER et al (1990)
utilizou a imuno-histoquimica identificou apenas 5 casos positivos para
o virus dentre os 190 individuos analisados. HA ef al (2002), fazendo
PCR quantitativa identificou 1 caso dentre 102 analisados. E BOUDA et
al (2000), com a Nested PCR, identificou a prevaléncia do virus em 29 das 34
amostras estudadas (HA et al, 2004). Com relagdo a prevaléncia do virus HPV nos
CEC orais, SCHWARTZ et al (1998), utilizando o consensus primer para L1 ¢ PCR
para E6, verificou apenas 22 estruturas virais dentre 193 amostras. J4 BALARAM et al
(1995) usou o consensus PCR e observou a presenca de 67 casos positivos para o HPV
dentre os 91 estudados. Todos esses dados dispares ratificam que a relagdo do HPV nas
lesdes de cavidade oral ¢ uma realidade que deve ser cada vez mais investigada. Por
outro lado, HIGA (2002) em Okinawa, Japdo ¢ KATIYAR (2003) na
india apresentaram estudos bem significativos retratando a presenca do
HVP e do polimorfismo alelo-G como fatores etiolégicos do CEC oral.
HIGA (2002) descreve no Japao uma correlagdo bastante significativa da
presenca do HPV nas lesdes de malignas de cavidade oral, confirmando a
relagdo direta do virus com a neoplasia. E notdria a presenca do
polimorfismo e do virus no CEC oral, todavia os mecanismos de
carcinogénese parecem indicar uma pluralidade de outros co-fatores de
relevancia. Dessa forma, o tabagismo, o etilismo, a exposi¢cdo ao sol, o

uso de protese, a etnia, o sexo e as condi¢gdes sO6cio ecOnomicas
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estudadas nessa pesquisa sdo fatores indispensdveis e relevantes na
compreensdo da carcinogénese do CEC oral.

Nesta pesquisa, foram analisados 24 pacientes com CEC oral e 21
controles. Os resultados estatiticos revelaram uma significancia (p =
0,0152) para a presngca de CEC oral nos individuos do sexo masculino
(58,3%). Além disso, foi estatisticamente significante a presenca do
tabagismo (p = 0,0029) nas amostras de individuos com CEC oral. O
dado obtido confirma a presen¢a do cigarro como um potencial fator
carcinogénico no desenvolvimento do CEC oral (CASTRO et al 2006,
BOUDA et al 2000, VIDAL et al 2004, TERAI et al 2001,
ROSEMBLATT, 2005, VENTURI et al, 2004, TINOCO et al, 2004).

Foi feita uma comparagdo das amostras dos pacientes e dos
controles com relacdo a idade dos individuos. A média de idade dos
pacientes foi de 59.38, enquanto a média dos controles foi de 37.29. Foi
aplicado o teste paramétrico Mann-Whitney que revelou confirmou uma
diferenca das idades dos dois grupos (p = 0,0001), ratificando outras
pesquisas que abordam uma média de idade mais avancada dos
individuos que apresentam o CEC oral (ABREU et al, 2004, CORRENTI
et al, 2004, FEHRMANN et al, 2003, MADKAN et al, 2007).

O HPV nao foi identificado nas amostras de pacientes, nem nos
controles. Esse resultado apenas ratifica a necessidade de se conhecer
melhor os mecanismos que estdo associados ao desenvolvimento do CEC
oral. O virus HPV esta claramente associado a etiologia do CEC oral
(BOUDA et al, 2000). No entanto, a discrepancia dos registros
cientificos e os resultados obtidos nessa pesquisa mostram a necessidade
de se aprofundar os estudos, a fim de esclarecer mais precisamente a
relacdo do HPV e do polimorfismo alelo-G no CEC oral.

O gene TP53 apresenta polimorfismos distintos, localizados nas
suas regides codificadoras e ndo codificadoras, e, dentre eles, mutagado
de ponto localizada no c6don 72, no éxon 4 tem se revelado como
importante indicador da imortalizacdo celular (zur HAUSEN, 2002,
MATLASHEWSKI et al, 1987). A troca entre os nucleotideos citosina
pela arginina do c6don 72 do gene TP53 tem se verificado em diversos

estudos que relacionam o polimorfismo como fator carcinogénico
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(MATLASHEWSKI ef al 1987, MCMURRAY et al, 2004). A troca entre
as bases determina a expressdo um aminoacido prolina e ndo arginina na
cadeia polipeptidica. Essa alteracdo provoca a formacao de uma proteina
p53, que ¢ normalmente supressora, e passa a ser degradada pela via
ubiqiiitina proteossomal. Essa alteracdo explica o descontrole do ciclo
celular e a imortalizacdo dos tumores (MATLASHEWSKI et al, 1987,
MCMURRAY et al, 2004).

A presente pesquisa ndo identificou uma significancia estatistica
para a presenc¢a do mutante Pro/Pro (GG) nas amostras estudadas. Foram
encontrados em 12,5% das amostras o selvagem Arg/Arg (CC), em 71%,
o heterozigoto Arg/Pro (CG) e em 16,5% o mutante Pro/Pro (GG).
MATLASHEWSKI (1987) foi um dos pioneiros no estudo que envolve o
polimorfismo. Com os avangos da genética molecular, muitos sdo os
polimorfismos  associados ao  desenvolvimento neopldsico. O
polimorfismo alelo-G e o virus HPV sdo descritos na carcinogénese do
CEC oral e de outros canceres. A acdo sinérgica de ambos ¢ retratada
como um mecanismo bioquimico relevante na etiologia dos carcinomas
orais, assim como a presenca de outros diversos co-fatores que também
sdo confirmados como agentes neoplasicos.

Acredita-se que o numero de individuos analisados na presente
pesquisa tenha sido pequeno e, desta forma, faz-se necessario avaliar um
maior quantitativo de amostras para que se avalie o real papel do HPV e

do polimorfismo alelo-G do gene TP53 em pacientes com CEC oral.
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7. Conclusoes

v

4

Foi observada a prevaléncia do CEC oral em homens com
mais de 40 anos de idade.

Foi confirmada a presen¢a do tabagismo nos pacientes com o
CEC oral, indicando seu potencial de agdo carcinogénica.
Nao foi detectada a presengca do HPV nas amostras
analisadas de pacientes e controles.

Nao foi observada relagdo estatistica significante referente
ao polimorfismo do cédon 72 do gene TP53 alelo-G entre

pacientes e controles.
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9.1 — Anexo 1: Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu concordo em  participar da pesquisa
“ALTERACOES GENETICAS E IMPLICACOES VIRAIS (HPV-DNA) NOS
CARCINOMAS ESCAMOSOS ORAIS (CEC-ORAL)", apés esclarecimentos prestados pelo

profissional responsidvel, acerca da metodologia e importincia do mesmo, submetendo-me a

responder um questiondrio, e permitindo ainda a realizagiio de exame citolégico esfoliativo em
minha cavidade bucal (drea de lesdo) para coleta de material esfoliado visando a identificagdo do
virus HPV, pela técnica laboratorial de PCR com consensus primer e anilise genética, além do
diagnéstico citolégico convencional, permitindo a publicagiio e divulgagiio oral/escrita dos
resultados obtidos nesta pesquisa, com fotografias da boca, desde que omitida a minha identificagdio
pessoal. Obtive todas as informagdes necessérias para poder conscientemente decidir e autorizar a
minha participagfo na referida pesquisa, estando livre para interromper a qualquer momento minha
participagfo neste estudo, sem nenhuma forma de prejuizo para ambas as partes.

Data/ Local

Assinatura de Consentimento

Pesquisadora responséavel: Prof®. Dr*. Aurora Karla de L. Vidal (ICB/ UPE)
Académicos (UPE): Suzana Lubambo (Odontologia).
Juliana Neves Baptista Ferreira (Odontologia)
Karinne Silva Azevedo (Odontologia)
Fernanda Souto Maior (Odontologia)
Alexandre Medeiros Bezerra (Ciéncias Biologicas)

Mestrando (UFPE): Adauto Almeida Neto (Anatomia, Histologia e Patologia)

Obs. O termo de consentimento utilizado envolve todas as pesquisas

relacionadas ao HPV e o CEC oral.
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9.2 — Anexo 2
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ALTERAGCOES GENETICAS E IMPLICAGCOES VIRAIS (HPV-DNA) NOS CARCINOMAS ESCAMOSOS ORAIS (CEC-ORAL)

Localizag&o: Superior 1 Inferior 2 Superior e Inferior 3 NZo se aplica 9

N° de elementos dentarios: 1 elem 1 De 2 até 5 elem 2 Mais de 5 elem 3 Nzo se aplica 9
Tempo de uso: Até 6 meses 1 Mais de 6 até 12 meses 2 Mais de 12 até 18 meses 3 Mais
de 18 até 24 meses 4 Mais de 24 meses 5 Nio se aplica 9

Area de lesdo (selecionada):

Ventre de Lingua 1 Dorso de Lingua 2 Base de Lingua 3 Apice de Lingua 4

Borda Esquerda de Lingua 5 Borda Direita de Lingua 6 Trigono Retromolar Direito 7
Trigono Retromolar Esquerdo 8 Mucosa Jugal Direita 9 Mucosa Jugal Esquerda 10
Assoalho Bucal 11 Rebordo Gengival Inferior Direito 12 Rebordo Gengival Superior
Direito13 Rebordo Gengival Inferior Esquerdo 14 Rebordo Gengival Superior Esquerdo 15
Labio Inferior 16 Labio Superior 17 Palato Mole 18 Palato Duro 19 *Associado 20
(especificar as areas envolvidas)

Estruturas adjacentes:

Descrigdo anatomo-clinica:

Diagnéstico Clinico: Pontos a serem investigados:

MUITO OBRIGADO PELA COLABORACAO!
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9.3 — Anexo 3: Parecer do Comité de Etica em Pesquisas em

Humanos HUOC/UPE

o=

Hospital Universitiric
m— OSWALDO CRUZ

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Pavilhdo Ovidio Montenegro — 12 andar
Rua Arnébio Marques, 310 — Santo Amaro — 50100-130 — Recife-PE.
Fone: (81) 2101.1530 — Fone/Fax: (81) 2101.1536
E-mail: cephuoc@yahoo.com.br

Recife, 05 de setembro de 2007.

CORRECAO DO TiTULO DO PROJETO DE PESQUISA PARA O GRAU DE MESTRE
PELA UFPE.

Titulo anterior: Investiga¢io do Papilomavirus humano (HPV) em lesdes epiteliais
malignas e ndo-malignas de mucosa oral. Aprovado em Reunido, dia 25/07/2007, com o

parecer/CEP/HUOC 009/2006.

Mudanga para titulo atual: Papilomavirus humanos e o polimorfismo do cédon 72 (alelo G)

do gene TP53 no carcinoma escamoso oral - APROVADO Ad Referendum.

Vilson de Oltbeira Jr
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9.4 — Anexo 4: Parecer do Comité de ética em pesquisa da UPE

aprovando o projeto inicial e a coleta das amostras

—— S

]

REITORIA DA UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO Vi ) UNIVERSIDADE
¢ DE PERNAMBUCO

Recife, 18 de outubro de 2005.

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
GERENCIA DE PROJETOS DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UPE

O Comité em reunido do dia 17/10/05 considerou APROVADO, o Projelo de
pesquisa de N° 128/05, intitulado:
ALTERACOES GENETICAS E IMPLICAGOES VIRAIS (HIPV.DNA NOS

CARCINOMAS ESCAMOSOS ORAIS (CEC-ORAL), que tem como
pesquisadora principal.

Prof* AURORA KARLA DE LACERDA VIDAL.

RESUMO DO COMITE DE ETICA

Atendidas as exigéncias do CEP/UPE. O estudo ndo apresenia imniores riscos de
agravos Eticos e esta em consonancia com as Resolugdes o Cniselho Nacional
da Salde, referentes as pesquisas que envolvem sercs [vinanos, com a

Declaracdo de Helsinque e.com o Cadigo de Nurenberg.

tenciosamente,

Prof. Jf. Aurd{io Molina
Coordénador

oy
FUNDAGAO UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO - UFE
A Agarmenon Magaihies, sh, Santo Amaro - Recife - PE
GEP - S0100.010 - Fone: (B1) 3416.4000 - site: www.upn.br
CHPJ.: 11.072.557/0061-21
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9.5 — Anexo: 5 Caracterizacao das amostras

Tabela 1. Caracterizacdo das 24 amostras de pacientes com carcinoma
escamoso oral (CEC oral) de acordo com a idade, sexo (M=masculino e
F=feminino), Etnia (B=branco, NB= niao branco), Tabagismo (S=sim,
N=ndao), Sitio da lesdo, Uso de protese (S=sim, N=nao) e descricio

anatomo-clinica.

Obs: S.I= Sem identificacao

Identificacio Idade Sexo Etnia Tabagismo Etillismo

Sitio da Uso de

Descricao anatomo-

lesdo protese clinica
Lesao na borda
lateral e base de
Base da
Q.A.C 77 B S lingua lobulada,
lingua _
eritematosa e
infiltrativa
Dorso da
L.AX 45 NB _ Lesao
lingua
Borda Area
P.A.F 63 NB direita da esbranquigada,
lingua lobulada
Trigono
M.C 74 NB retromolar _
direito
Borda
S.A.F 68 B direita da N _
lingua
Borda
Ulcerada
E.T 45 NB esquerda N o ‘
infiltrativa
de lingua
Palato ) .
J.J.S 42 B N Area leucoplasica
mole
Mucosa
‘ Infiltrativa e
M.S.C 60 NB jugal N ‘
ulcerativa
esquerda
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L.M.V.S

A M.C.F

C.0.M

A.J.S

S.F.S

S.F.B

F.G.S

S.I
S.1
S.1

A.AF

S.AA

66

65

55

83

53

44

30

NB

NB

NB

NB

NB

NB

N

Labio

inferior

Rebordo
gengival
superior

direito

Trigono
retromolar

direito

Assoalho

bucal

Dorso da
lingua
Mucosa
jugal
direita
Trigono
retromolar

esquerdo

Palato

duro

Trigono
retromolar

esquerdo

Lesdo ulcerativa

Lesao exofitica no
rebordo gengival
superior direito,
mostrando uma

superficie irregular
e rugosa de area

eritroleucoplasica

Ulcerada e

infiltrante

Brancacento,
irregular e

infiltrante

Ulcerada e

infiltrante

Ulcerada

Ulcerada

Area
eritroleucoplasica
com caracteristicas

ulcerativas
proximo ao dorso

da lingua

73



S.F.S

J.A.S

C.B.S

M.V.S

60

73

53

49

NB

NB

Trigono
retromolar
direito
Trigono
retromolar
direito
Labio

superior

Ulcerada/infiltrante

Lesdo ulcerada

Eritroleucoplasica

pedunculada
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Tabela 2. Caracterizacido das 24 amostras de pacientes analisados de
acordo com a procedéncia (R= Recife, C= Camarigibe, In= Interior de
PE, RMR= Outro municipio, OEB= outro estado brasileiro, NA= nio se
aplica), renda familar mensal (S/R= sem renda, Menos 1sm= menos de 1
salario minimo, 1a2 sm= de 1 a 2 salarios minimos, Mais 2a4 sm= mais
de 2 e menos de 4 salarios minimos, Mais 4 sm= mais de 4 salarios
minimos, NP= Niao se aplica), escolaridade (Anal= analfabeto, 4* EF1=
Até a 4" série do Ensino fundamental 1, 5%a 8* EF2= de 5" a 8% série do
ensino fundamental 2, 1°a3° EM= do 1° ao 3° ano do ensino médio, Mais
EM= mais que o ensino médio, NP= néo se aplica), exposicido ao sol (S=
sim, N= nao), condi¢des médicas gerais (CM= com morbidade, SM= sem

morbidade).

Obs: S.I= sem identificacao

Condicoes
Renda Exposicao
Identificacio Procedéncia Escolaridade Ocupacao médicas
familiar ao sol .
gerais
Q.A.C In la2 sm Anal Agricultor S SM
L.A.X B B 5*a8* EF2  Agricultor S SM
P.A.F OEB B Anal Marceneiro N SM
M.C OEB la2 sm Anal Rocga S SM
S.A.F In la2 sm 4* EF1 Sapateiro S SM
E. T C S/R 52A8* EF2  Motorista N SM
J.J.S In S/R 4* EF1 Agricultor S B
Dona de
M.S.C In la2 sm Anal N _
casa
L.M.V.S In la2 sm Anal Agricultor S SM
A.M.C.F B la2 sm 1°a3° EM Aposentado N CM
Mecanico
C.O.M In la2 sm 4* EF1 S SM
aposentado
Pedreiro-
A.J.S In la2 sm 4* EF1 S _
pintor
S.F.S In S/renda Anal Agricultor S SM
S.F.B In la2 sm 4* EF1 Agricultor S _
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F.G.S
S.1
S.1
S.I

A.AF

S.AA

S.F.S

J.A.S

C.B.S

M.V.S

In

2a4 sm

S/renda
2a4 sm
la2 sm
la2 sm
Menos

1 sm

1°a3° EM  Autdénomo S
5%a8* EF2 _ N
1°a3° EM  Vendedora N
_ Agricultor S

4* EF1 Roga S
5a8* EF2 Eletricista S

SM

SM
SM

SM

Tabela 3. Caracterizaciao das

21 amostras de controles de acordo com a

NB=nao

idade, sexo (M=masculino e F=feminino), Etnia (B=branco,

branco), Tabagismo (S=sim, N=nao),

(S=sim, N=nao).

Obs: SI= sem identificacio

Sitio da lesdo e Uso de protese

Identificacao

Sitio da

Idade Sexo Etnia Tabagismo Etilismo

lesao

Uso de

proétese

R.F.S

A.M.F

E.R.L

A.F.S

M.C.S

37

24

23

43

47

F B

F NB

N

Base da
N
lingua
Borda
direita da
lingua
Palato
mole
Borda
S direita da
lingua
Borda
N dieita da

lingua
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M.A.B.P

E.P.S

H.L.M

M.S.S

S.M.S

A.M.M

T.P.F.O

M.J.X

R.J.A

A.B.S

J.M.C

R.S.G.A

28

22

37

49

68

45

41

22

21

61

NB

NB

NB

NB

NB

NB

NB

NB

Palato
duro
Labio
superior
Labio
superior
Rebordo
gengival
inferior
direito
Base da
lingua
Mucosa
jugal
esquerda
Mucosa
julgal
direita
Trpigono
retromolar
direito
Trigono
retromolar
direito
Trigono
retromolar
direito
Mucosa
jugal
esquerda
Mucosa
jugal

esquerda
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J.G.M

M.J.S

E.M.S

29

34

29

Rebordo

gengival
- inferior
direito
Mucosa
B jugal
esuquerda
Mucosa
_ jugal

direita
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Tabela 4. Caracterizacao das 21 amostras de controles analisados de
acordo com a procedéncia (R= Recife, C= Camarigibe, In= Interior de
PE, RMR= Outro municipio, OEB= outro estado brasileiro, NA= nio se
aplica), renda familar mensal (S/R= sem renda, Menos 1sm= menos de 1
salario minimo, 1a2 sm= de 1 a 2 salarios minimos, Mais 2a4 sm= mais
de 2 e menos de 4 salarios minimos, Mais 4 sm= mais de 4 salarios
minimos, NP= Niao se aplica), escolaridade (Anal= analfabeto, 4* EF1=
Até a 4" série do Ensino fundamental 1, 5%a 8* EF2= de 5" a 8% série do
ensino fundamental 2, 1°a3° EM= do 1° ao 3° ano do ensino médio, Mais
EM= mais que o ensino médio, NP= néo se aplica), exposicido ao sol (S=
sim, N= nao), condi¢des médicas gerais (CM= com morbidade, SM= sem

morbidade).

Obs: SI= sem identificacao

Condicoes
Renda Exposicao
Identificacio Procedéncia Escolaridade Ocupacio médicas
familiar ao sol .
gerais
Menos
R.F.S In 1°a2° EM  Dona de casa N SM
1 sm
A.M.F B B B B B B
E.R.L In S/R 1°a2° EM Agricultora N SM
A.F.S R S/R 1°a2° EM  Dona de casa N SM
Menos
A.C.S C _ Dona de casa N SM
1 sm
‘ _ Voluntaria
Mais 4  Mais que
M.A.B.P In (antes, N SM
sm EM _
comerciante)
E.P.S In S/R Anal Agricultor S B
Mais que
H.L.M In S/R Estudante S SM
EM
M.S In la2 sm 4* EF1 Doméstica N _
S.M.S In S/R Anal Dona de casa S SM
A.M.M In la2 sm Anal Lavadeira S SM
T.P.F In la2 sm _ Agente _ SM
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M.J.X
R.J.A
A.B.S
S.1
JM.C
R.S.G.A
J.G.M
M.J.S
E.M.S

In
In

In

S/R

S/renda

5%a8* EF2

administrativo

Doméstica

Agricultora

z

SM
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

