
0 

 

 

Lívia Trevelin Arêde 

 

Detecção do vírus Epstein-Barr em 
carcinoma espinocelular oral e mucosa oral 

na região de Araçatuba – SP, Brasil 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada à Faculdade  
de Odontologia do Câmpus de Araçatuba – 
Unesp, para a obtenção do Grau de “Mestre em 
Odontologia – Área de Estomatologia. 

 
 
 

                                                   Orientador: Prof. Adj. Glauco Issamu Miyahara  
                                                   Co-orientador: Prof. Adj. José Fernando Garcia   

 

 

Araçatuba – SP 
2010

 

 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na Publicação (CIP) 

Serviço Técnico de Biblioteca e Documentação – FOA / UNESP 

 
 Arêde, Lívia Trevelin. 
A678d  Detecção do vírus Epstein-Barr em carcinoma espinocelular 
 oral e mucosa oral na região de Araçatuba – SP, Brasil /  
 Lívia Trevelin Arêde. - Araçatuba: [s.n.], 2010 
  62 f. : il. ; tab. + 1 CD-ROM 
 
  Dissertação (Mestrado) – Universidade Estadual Paulista,  
 Faculdade de Odontologia, Araçatuba, 2010 
  Orientador: Prof. Glauco Issamu Miyahara 
  Coorientador: Prof. José Fernando Garcia 
 
  1. Herpesvirus Humano 4 2. Carcinoma de células escamosas 
 3. Neoplasias bucais 4. Reação em Cadeia da Polimerase 
 
    Black D6 
    CDD 617.63 
 

 



2 

 

 

 

Dados curriculares 

 

 

NASCIMENTO 03. 10. 1983 – Araçatuba/SP 

 

FILIAÇÃO  Benedito Aparecido Arêde 

Íria Maria Trevelin Arêde 

 

2001/2006 Curso de Graduação 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba                                             

UNESP 

 

2008/2010 

 

Aluna do curso de Pós-Graduação em 

Odontologia, na área de Estomatologia, 

nível Mestrado, na Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – UNESP. 

 

 

                                                     



3 

 

 

 

 

 

Dedicatória 

 

À minha família e aos meus pais, Íria Maria e Benedito, pelo amor incondicional, 

pelo apoio, compreensão, pela inspiração na profissão de cirurgiã-dentista e mestre e pela 

mais rica herança da minha vida – minhas irmãs Cibele e Isabela.  

Aos meus amados sobrinhos, Marina e Antônio, por despertarem em mim os 

melhores sentimentos. 

 

 

 



4 

 

 

 

 

 

Agradecimentos Especiais 

 

A Deus por me proteger e iluminar meu caminho. 

 

Ao Prof Adj Glauco Issamu Miyahara pela orientação, paciência e palavras de 

incentivo. Agradeço, com carinho, pela amizade construída. 

 



5 

 

 

 

Agradecimentos 

À Faculdade de Odontologia de Araçatuba – Unesp, na pessoa do seu Diretor, Prof 

Tit Pedro Felício Estrada Bernabé, pela oportunidade da realização de minha graduação e 

curso de mestrado. Esta faculdade é a minha casa! 

Ao meu co-orientador, Prof Adj José Fernando Garcia, do Laboratório de 

Bioquímica e Biologia Molecular do curso de Medicina Veterinária da FOA – Unesp, pelo 

auxílio e acompanhamento desta tese. 

Aos professores da disciplina de Estomatologia, Prof Adj Alvimar Lima de Castro, 

Prof Adj Eder Ricardo Biasoli e Prof Tit Norberto Perri Moraes, pelo aprendizado e por 

fazerem despertar em mim a paixão pela Estomatologia, a mais completa e inteligente 

especialidade da odontologia.  

Aos docentes do Departamento de Patologia e Propedêutica Clínica, Profª Ass Drª 

Ana Cláudia Okamoto, vice-diretora Ana Maria Pires Soubhia, Prof Ass Dr Antônio Augusto 

Ferreira de Carvalho, Prof Adj Elerson Gaetti Jardim Júnior, Prof Ass Dr Gilberto Aparecido 

Coclete, Prof Ass Dr Gilson Machado D’antônio, Profª Ass Drª Leda Maria Pescinini 

Salzedas, Prof Ad Marcelo Macedo Crivelini, Profª Ass Drª Renata Callestini Felipini, pela 

atenção e por fazerem parte da minha formação acadêmica e científica. Aos ex-professores 

Acyr Lima de Castro, Ronaldo Melhado e Takeo Furuse os quais não tive o prazer de ser 

aluna, mas que me sinto feliz e orgulhosa apenas em conhecê-los. 

À colega de pós-graduação Adriana Demathé, por me acompanhar no laboratório e 

me ensinar com tanta paciência, tantas vezes, às vezes a mesma coisa.  



6 

 

 

 

Aos “meninos” e “meninas” do laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do 

Curso de Medicina Veterinária - Unesp, sempre dispostos a ajudar. 

Aos funcionários do Departamento de Patologia e Propedêutica Clínica, do COB e de 

toda a FOA – Unesp, por todos os “bom dia” sinceramente desejados. Em especial ao Diogo 

da pós-graduação, sinônimo de gentileza e eficiência em nos atender.  

A todos os docentes da FOA – Unesp, que participaram da minha formação 

acadêmica. Com eles, adquiri conhecimentos e fiz amigos.  

Aos meus amigos de graduação, de pós-graduação, pessoas que foram e são 

importantes na minha vida: obrigada pelo prazer de tê-los como amigos!  

 

 

 

 



7 

 

 

 

 

Epígrafe 

 

 

 

 

“Eu procuro por mim tal qual o artesão procura sua arte escondida 

nos excessos da matéria bruta de seu mármore” 

Pe Fábio de Melo 

 

 

 



8 

 

 

 

 

 

Arêde LT. Detecção do vírus Epstein-Barr em carcinoma espinocelular oral e mucosa oral na 

região de Araçatuba – SP, Brasil [dissertação]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia da 

Universidade Estadual Paulista; 2010. 

 

Resumo 

O vírus Epstein-Barr (EBV) faz parte da família herpesvirus humano e está relacionado com 

doenças benignas e malignas de cabeça e pescoço e sua possível relação com o carcinoma 

espinocelular (CEC) oral tem sido estudada. O objetivo deste estudo foi detectar a presença do 

EBV em pacientes com CEC oral e mucosa normal, correlacionando os achados com as 

variáveis clínico-patológicas, fatores de risco e sobrevida. Foi aplicada a nested-PCR em 

peças parafinizadas de CEC oral, sendo 20 amostras de assoalho bucal, 25 de língua e 12 de 

orofaringe. Também foi utilizado grupo controle, sem carcinoma espinocelular, com 19 

amostras de mucosa oral normal. O vírus foi encontrado em 10% das amostras de assoalho 

bucal e 12% de língua, não sendo detectado na orofaringe. Para as amostras de mucosa 

normal a prevalência foi de 15,79%. Não houve diferença estatisticamente significante entre a 

presença do vírus e as variáveis: localização anatômica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, 

estadiamento clínico, gradação histológica, esvaziamento cervical e sobrevida. Os resultados 

sugerem que o EBV não participa isoladamente da carcinogênese oral. 

 

Palavras-chave: Herpesvirus humano 4. Carcinoma de células escamosas. Neoplasias bucais. 

Reação em cadeia da polimerase. 
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Arêde LT. Detection of Epstein-Barr virus in oral squamous cell carcinoma and oral mucosa 

in the region of Araçatuba – Sao Paulo, Brazil [dissertation]. Araçatuba: Sao Paulo State 

University; 2010. 

 

Abstract 

The Epstein-Barr virus (EBV) is part of human herpesvirus family being associated with 

benign and malignant diseases head and neck. Its possible relation with oral squamous cell 

carcinoma (OSCC) has been studied. The aim of this study was to detect the presence of EBV 

in patients with OSCC and normal mucosa, correlating the findings with clinicopathologic 

variables, risk factors and patient’s survival. Nested PCR was applies in paraffin embedded 

samples of OSCC being 20 samples of mouth floor, 25 tongue and 12 oropharyngeal. A 

control group composed of 19 normal oral mucosa samples was used. The virus was found in 

10% of mouth floor samples, 12% of tongue not being detected in oropharynx. The 

prevalence in oral mucosa samples was 15.79%. There was no statistically significant 

differences between the virus presence and the variables: anatomical localization, gender, age, 

smoking, alcoholism, clinical stage, histological grade, neck dissection and patient’s survival. 

The results suggest that EBV alone did not have participation in carcinogenesis or oral SCC. 

 

Keywords: Human herpesvirus 4. Carcinoma squamous cell. Mouth neoplasms. Polymerase 

chain reaction. 
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1 Resumo  

O vírus Epstein-Barr (EBV) faz parte da família herpesvirus humano e está relacionado com 

doenças benignas e malignas de cabeça e pescoço e sua possível relação com o carcinoma 

espinocelular (CEC) oral tem sido estudada. O objetivo deste estudo foi detectar a presença do 

EBV em pacientes com CEC oral e mucosa normal, correlacionando os achados com as 

variáveis clínico-patológicas, fatores de risco e sobrevida. Foi aplicada a nested-PCR em 

peças parafinizadas de CEC oral, sendo 20 amostras de assoalho bucal, 25 de língua e 12 de 

orofaringe. Também foi utilizado grupo controle, sem carcinoma espinocelular, com 19 

amostras de mucosa oral normal. O vírus foi encontrado em 10% das amostras de assoalho 

bucal e 12% de língua, não sendo detectado na orofaringe. Para as amostras de mucosa 

normal a prevalência foi de 15,79%. Não houve diferença estatisticamente significante entre a 

presença do vírus e as variáveis: localização anatômica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, 

estadiamento clínico, gradação histológica, metástase cervical e sobrevida. Os resultados 

sugerem que o EBV não participa isoladamente da carcinogênese oral. 

Palavras-chave: Herpesvirus humano 4. Carcinoma de células escamosas. Neoplasias bucais. 

Reação em cadeia da polimerase. 
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2 Introdução*  

De acordo com a última Classificação Internacional das Doenças (CID 10) da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) [1], o câncer de boca pode acometer lábios, língua, 

glândulas salivares, gengiva, assoalho, palato, orofaringe e outras localizações orais. 

Aproximadamente 90% dos cânceres de boca são do tipo carcinoma espinocelular (CEC) e 

ocorrem 274.000 novos casos e 145.000 mortes por ano no mundo em decorrência da doença,  

sendo dois terços em países em desenvolvimento [2]. O Brasil está entre os três países em 

desenvolvimento com maior incidência de câncer de boca, juntamente com Paquistão e Índia. 

Para o Brasil, o Instituto Nacional de Câncer (INCA) estima 14.120 novos casos de câncer de 

boca para 2010 e a mortalidade em cinco anos corresponde a menos de 30%. O fato é 

atribuído principalmente aos fatores de risco: tabaco e álcool. Contudo outros fatores também 

são relacionados bem como alterações genéticas, infecção viral e nutrição [3].  

Baseado nas informações atualmente disponíveis pode-se afirmar que existem 

diferentes mecanismos responsáveis pela carcinogênese oral tais como origem genética, 

infecciosa e pela ação de fatores de risco, incluindo tabaco e subprodutos do álcool, que 

podem variar de acordo com as diferenças geográficas, culturais, étnicas e sócio-econômicas 

[4-6]. Uma vez que os cânceres de boca têm sido observados em pequena porção de pacientes 

sem os fatores de risco, causas como infecção viral tem sido investigadas. Das infecções 

virais, o vírus Epstein-Barr (EBV) é citado como um possível agente carcinogênico para o 

câncer de boca [4]. 

O EBV possui dupla fita de DNA e faz parte da família herpesvirus humano [4-7]. É 

o mais potente vírus imortalizador celular conhecido até o momento e, paradoxalmente, 

infecta cerca de 90% da população mundial humana sem causar doença para a maioria dos 

indivíduos [4, 8-10]. Possui dois subtipos (1 e 2 ou A e B) e sua transmissão ocorre com o 

contato oral, principalmente durante o beijo [11, 12]. A infecção primária ocorre nos três 

primeiros anos de vida de forma subclínica. Entretanto, quando ela acomete adolescentes, 

com frequência desenvolve a mononucleose infecciosa, doença aguda autolimitada [10-11, 

13-14]. 

Além da mononucleose infecciosa, o EBV é o agente etiológico da leucoplasia 

pilosa e, em seu estado latente, de algumas neoplasias malignas como o carcinoma 

nasofaríngeo, linfomas de Hodgkin e não-Hodgkin [4, 7, 11-12, 15].  Sand  et  al.  [9] 

 

*Normas segundo a revista Clinical Oral Investigations (Anexo B) 
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sugerem que a combinação entre fatores químicos e EBV possa estar envolvida no 

desenvolvimento do CEC oral. 

Os linfócitos B são as células-alvo iniciais, através do receptor CD21 [16] e, após a 

infecção primária, uma pequena fração destas células permanece como reservatório de EBV 

[17]. As células epiteliais da orofaringe e das glândulas salivares são passíveis de infecção, 

com replicação periódica e eliminação viral na saliva [8, 10, 16]. Os fatores relacionados com 

a reativação e replicação viral são o estresse e a deficiência imunológica [18].  

Na fase de latência, o EBV expressa poucos genes que incluem antígenos nucleares 

(EBNAs), proteínas latentes de membrana (LMPs) e pequenos RNAs (EBERs) [10, 15] e 

produz efeito citopático mínimo [9]. Neste estado, o EBV pode ser detectado em linfócitos B 

e células epiteliais da orofaringe , sendo potencialmente oncogênico para ambos [19].  

A presença do EBV tem sido detectada em casos de CEC oral. Inúmeras são as 

técnicas utilizadas para detecção do vírus, dentre elas a reação em cadeia da polimerase 

(PCR), a nested-PCR (n-PCR), a imunoistoquímica e as técnicas de hibridização. A PCR é 

uma técnica de biologia molecular amplamente utilizada para a identificação do EBV em 

biópsia de lesões orais ou  mesmo em saliva. Consiste em um método de amplificação in vitro 

(geração de múltiplas cópias) de DNA, que pode ser realizada a partir de quantidades 

reduzidas de amostra. A nPCR é uma variação da PCR e tem por objetivo aumentar a 

especificidade e eficiência da amplificação do DNA alvo, por compreender duas etapas de 

síntese de DNA, sendo que o material produzido na primeira etapa serve de molde para a 

segunda [20]. 

Cruz et al. [16] utilizaram diferentes métodos (PCR, hibridização in situ,  e 

imunoistoquímica) e concluíram não existir evidências de que o EBV desenvolve papel na 

carcinogênese. Segundo os autores, a presença do EBV nas amostras de CEC detectadas pela 

PCR reflete a presença do vírus na saliva. Para Tsang et al. [21], o DNA de EBV é raro no 

câncer de boca e até mesmo em mucosa saudável. Kobayashi et al. [22] e Iamaroon et al. [23] 

em seus estudos indicaram que a transcrição do genoma do EBV não ocorre nas células de 

CEC, sugerindo que o EBV não desempenha papel na carcinogênese oral. 

Entretanto, Bagan et al. [24] utilizando a técnica da nPCR em amostras frescas 

encontraram 40% de positividade em CEC oral. Sand et al. [9] analisando amostras de CEC 

por nPCR encontraram 37,9% de positividade para EBV. Para ambos autores o papel do EBV 

ainda é incerto.  
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Shimakage et al. [14] utilizando técnicas de hibridização in situ, imunofluorescência 

indireta e Southern Blot encontraram RNA mensageiro e proteínas do EBV que são expressas 

nas maioria dos carcinomas de boca, sugerindo que o EBV pode ser um dos agentes causais 

destes cânceres. Szkaradkiewicz et al. [25] sugerem que a infecção pelo EBV, em condições 

apropriadas, pode promover a carcinogênese e levar ao desenvolvimento de carcinoma de 

tonsila palatina ou carcinoma de língua.  

Gonzáles-Moles et al. [26] concluíram que o EBV pode expressar sua principal 

oncoproteína, a LMP1, em CEC oral, indicando que sua infecção latente pode influenciar na 

transformação oncogênica de epitélio oral. Ren et al. [27] concluíram que os EBERs 

participam da transformação maligna do CEC oral. Shamaa  et al. [28] encontraram aumento 

da expressão de proteínas do EBV, indicando que o EBV pode contribuir para o crescimento e 

transformação maligna do carcinoma. 

Diante desta controvérsia na literatura, mais estudos são necessário para elucidar o 

papel do EBV na carcinogênese oral. 
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3 Proposição  

O propósito deste trabalho foi detectar a presença do vírus Epstein-Barr em 

pacientes com carcinoma espinocelular oral e mucosa clinicamente saudável da cavidade oral 

residentes na região de Araçatuba – SP, Brasil, comparar as taxas de detecção entre os dois 

grupos e as variáveis: localização anatômica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, estadiamento 

clínico, gradação histológica, metástase cervical e sobrevida.  



22 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Material e método 
 



23 

 

4 Material e método 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia do Campus de Araçatuba – Universidade Estadual “Júlio de Mesquita Filho”, 

Processo nº 2008-00940. 

Dois grupos de pacientes foram avaliados, sendo o grupo experimental composto 

por 57 amostras de peças parafinizadas de pacientes atendidos no Centro de Oncologia Bucal 

(COB) da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP no período de 1991 a 2005 com 

acompanhamento até o ano de 2010 e o grupo controle, com 19 amostras, composto de peças 

parafinizadas de pacientes que realizaram ulectomia como tratamento cirúrgico, com 

finalidade curativa, independentemente desta pesquisa. Dentre as amostras do grupo 

experimental, todas apresentaram diagnóstico histopatológico de carcinoma espinocelular 

oral, sendo 20 amostras em assoalho bucal, 25 em língua e 12 em orofaringe.  

Os dados dos pacientes foram obtidos a partir dos prontuários, sendo a entrada do 

paciente no COB considerada como data inicial para o estudo de sobrevida. 

Os cortes histopatológicos, corados pelo método da hematoxilina e eosina, foram 

revistos ao microscópio óptico para confirmação do diagnóstico. A gradação histológica das 

lesões se baseou na classificação da OMS, como carcinoma in situ, bem diferenciado, 

moderadamente e pouco diferenciado [29].   

Foram considerados tabagistas os indivíduos que fumaram regularmente durante 

alguma época da vida, mesmo aqueles que atualmente abandonaram o vício. Os não-

tabagistas foram aqueles que em nenhum momento da vida fizeram uso regular do fumo. Para 

a classificação de etilistas e abstêmios foram usados os mesmos critérios.  

O estadiamento clínico utilizado foi aquele proposto pela União Internacional Contra 

o Câncer, que define a extensão da doença analisando três parâmetros: extensão da neoplasia 

primária (T); grau de comprometimento de linfonodos regionais (N) e metástase à distância 

(M) [30].  

 

Extração do DNA  

Com o emprego de micrótomo histológico, foram realizados de 5 a 10 cortes de 10 

µm de espessura de cada peça parafinizada até a obtenção de 25 mg de material, procedendo a 

descontaminação do micrótomo e troca de lâmina entre cada exemplar. Os cortes foram 

acondicionados em tubos de polipropileno de 1,5 mL devidamente identificados. A extração 

do DNA foi realizada com o uso do QIAmp DNA minikit® (QIAGEN Ltd, Crawley, UK), 

conforme as instruções do fabricante. A quantidade de DNA genômico, assim como a pureza 
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das amostras obtidas foi determinada por densidade óptica em espectrofotômetro 

(NanoDrop® ND – 1000 UV-Vis). As amostras foram armazenadas a -20oC até a realização 

da PCR. 

 

PCR para amplificação do gene controle 

Como controle de qualidade e verificação de presença e integridade do DNA 

genômico em todas as amostras obtidas, foi realizada a PCR para amplificação de parte do 

gene que codifica a cadeia de betaglobina humana, com os oligonucleotídeos iniciadores 

PC04 (CAACTTCATCCACGTTCACC) e GH20 (GAAGAGCCAAGGACAGGTAC) 

(Invitrogen Life Technologies, Brasil) que amplificam fragmento de 268 pares de base (pb). 

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 3%, corados com 

brometo de etídio e visualizados em transiluminador ultravioleta.  

Como controle positivo foram utilizadas amostras de DNA extraído de sangue 

humano. O controle negativo foi composto pela mistura de amplificação com substituição do 

DNA por água ultrapura, em mesmo volume.  

 

nPCR para amplificação do EBV 

Após a confirmação da integridade do DNA genômico, as amostras foram 

submetidas à pesquisa do DNA do EBV através da técnica da nPCR. Os oligonucleotídeos 

iniciadores utilizados fazem parte da região BamHIW do EBV (oligonucleotídeo externo para 

frente – GAGACCGAAGTGAAGTCCCT, oligonucleotídeo externo para trás – 

GGTGCCTTCTTAGGAGCTGT, oligonucleotídeo interno para frente – 

GCCAGAGGTAAGTGGACTTTAAT, oligonucleotídeo interno para trás – 

GAGGGGACCCTGAGACGGGT) (Integrated DNA Technologies), utilizados a 10 µM, que 

amplificam fragmento de 100 pb.  

Na primeira etapa a mistura de amplificação foi composta por 2.5 µL de tampão de 

PCR 10X (Tris-HCl 10 mM, pH 8; KCl 50 mM) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, 

CA, EUA), 1,3 mM de MgCl2 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 0.2 mM 

de cada dNTP (deoxyribonucleoside 5’- triophosphates – dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 

(Amershan Biosciences, Pisctaway, NJ, EUA), 0,5 µL de Taq DNA polimerase (Invitrogen 

Life Technologies, Brasil), 0,5 µL de cada oligonucleotideo (Integrated DNA Technologies), 

5 µL de amostra de DNA genômico e água ultrapura (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, 

CA, EUA) para totalizar o volume final de 50 µL. Os fragmentos foram amplificados em 

termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.). Na segunda etapa da nPCR, que ocorre após a 
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primeira,  os oligonucleotídeos iniciadores amplificam um fragmento de 100 pb dentro da 

sequência do fragmento amplificado na primeira etapa. Para tanto, utilizou-se como amostra 

de DNA 1 µL do produto obtido na primeira etapa. A mistura de amplificação e as condições 

de ciclagem foram semelhantes a da primeira etapa da nPCR, exceto pela substituição dos 

oligonucleotídeos iniciadores externos pelos internos. 

Para controle positivo foi utilizado o DNA extraído de tecido parafinizado de 

amostra de paciente com diagnóstico histopatológico de Linfoma de Hodgkin. O controle 

negativo foi composto pela mistura de amplificação com substituição da amostra de DNA por 

água ultrapura, em mesmo volume. 

Os produtos da nPCR foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 

8%, durante 2 horas, sob voltagem constante de 100 volts. A evidenciação das bandas foi 

realizada por coloração com de nitrato de prata. 

 

Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa EPI INFO versão 3.5.1. Para 

avaliação das possíveis associações entre a presença do EBV e as variáveis localização 

anatômica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, estadiamento clínico, gradação histológica e 

metástase cervical foi aplicado o teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, com nível de 

significância de 5%. A comparação das curvas de probabilidade acumulada de sobrevida, com 

a presença ou ausência do EBV pelo método de Kaplan-Meier, foi realizada com a aplicação 

do teste Log-Rank, com nível de significância de 5%. 
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5 Resultados 

Cinquenta e sete casos de carcinoma espinocelular de assoalho bucal, língua e 

orofaringe foram analizados. As amostras de DNA extraído continham entre 150 e 300 ng/µL 

e foram testadas para a amplificação de parte do gene da betaglobina humana (Figura 1). As 

amostras foram submetidas à detecção do EBV, como pode ser observado parcialmente na 

Figura 2, sendo verificada positividade em 9,75% (5 em 57). No grupo controle foram 

analisadas 19 amostras de mucosa oral sem carcinoma espinocelular sendo que todas foram 

positivas para o gene da betaglobina humana. A positividade para o EBV foi de 15,8% (3 em 

19), como pode ser observado parcialmente na Figura 3.  

Não houve diferença estatisticamente significante entre o grupo controle e o grupo de 

CEC de assoalho bucal ou de língua. Não foi possível comparar o grupo controle com a região 

de orofaringe, pois nenhum caso foi positivo no grupo, Tabela 1. 

A correlação entre a presença do EBV e as variáveis estudadas (localização 

anatômica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, estadiamento clínico, gradação histológica, 

metástase cervical e sobrevida) é mostrada na Tabela 2. Não foi observada significância 

estatística entre as variáveis. Todos os tumores EBV positivos ocorreram em pacientes do 

sexo masculino e tabagistas. 

O teste Log-Rank, que compara as curvas de probabilidade acumulada de sobrevida 

com a presença ou ausência do EBV (Figura 4), também não apresentou significância 

estatística (p = 0,7). 
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6 Discussão 

Dentre os vírus oncogênicos, o EBV tem sido estudado para sua possível relação 

com a carcinogênese oral [14, 25-28, 31-32].  Para Sand et al. [9] e Cruz et al. [16] a presença 

do EBV pode refletir o estado de imunossupressão associado à condição neoplásica. Cruz et 

al. [4] sugerem a participação sinérgica de vírus oncogênicos no desenvolvimento do câncer 

de boca nos casos em que os fatores de risco não estão presentes. 

Estudos sobre a correlação entre o EBV e o câncer de boca mostram discrepância na 

presença do vírus, como pode ser observado no Quadro 1. A variação da taxa de detecção 

ocorre por vários motivos, dentre eles principalmente o método de detecção utilizado e a 

localização geográfica do estudo, uma vez que a infecção pelo EBV varia entre as distintas 

regiões do mundo. Kis et al. [8] encontraram 73,8% de positividade para EBV na Hungria 

utilizando amostras de tecido fresco, o que pode aumentar os índices de detecção, diferente do 

presente estudo, no qual foram utilizadas peças parafinizadas. 

A nPCR, utilizada  neste estudo, não indica a localização exata do vírus no interior 

tecido, portanto a presença do EBV no infiltrado inflamatório não pode ser excluída. O 

método foi escolhido por ser muito sensível e permitir a utilização de tecido incluído em 

parafina [9], que durante o processo de extração de DNA sofre degradação de parte do 

material genético. A vantagem do método é que o tecido parafinizado possibilita estudos 

retrospectivos de longo período. No entanto, é muito provável que a mesma técnica aplicada 

em tecido fresco aumentasse os índices de detecção do vírus. Por outro lado, o processo de 

inclusão do tecido em parafina reduz a contaminação da amostra por saliva [21] o que permite 

descartar a presença do vírus fora do tecido analisado. 

Uma vez que o EBV é frequente na população mundial, foi utilizado um grupo 

controle sem carcinoma para comparar as taxas de detecção. A presença do EBV em mucosa 

clinicamente saudável encontrada foi de 15,8%. Sand et al. [9] encontraram o vírus em 7,3% 

das amostras, utilizando peças parafinizadas e nPCR, metodologia semelhante àquela 

empregada no presente estudo.  D’Costa et al. [31] encontraram 4% de positividade em 

mucosa clinicamente saudável. Cruz et al. [4] não encontraram DNA de EBV em mucosa oral 

clinicamente saudável. Os autores utilizaram a PCR simples que pode ter limitado a detecção 

viral.  Para Sand et al. [9] o EBV é mais prevalente em lesões orais, como CEC, quando 

comparado com mucosa oral saudável, o que diferiu do observado na presente pesquisa, que 
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não apresentou diferença estatística entre os grupos com e sem carcinoma. A variação nos 

resultados pode ser explicada pela localização geográfica das pesquisas [11]. 

Não houve diferença estatística entre a presença do EBV e a localização anatômica 

das lesões, resultado que corrobora com o estudo de Sand et al. [9]. Também não houve 

diferença entre cada localização com o grupo controle. Não foi possível aplicar testes na 

região de orofaringe pela ausência de positividade para EBV.  Apesar de não haver 

significância estatística, o maior número de amostras EBV positivas encontradas neste 

trabalho foi em língua, dados semelhantes aos de González-Moles et al. [32].  A leucoplasia 

pilosa é uma lesão localizada em borda de língua, causada pelo EBV e associada à 

imunossupressão. A maior presença do vírus nesta localização pode ser reflexo da 

imunossupressão encontrada nos pacientes com câncer. Estudo realizado por Kis et al. [8] 

revelou que a prevalência do vírus no CEC oral é semelhante à encontrada em mucosa 

clinicamente saudável dos mesmo pacientes, fato que indica a presença do vírus relacionada à 

imunossupressão. A imunossupressão dos pacientes com CEC também pode levar à maior 

eliminação do EBV na orofaringe e assim o vírus seria mais encontrado nesta região [16], fato 

não comprovado neste estudo. 

Todos os pacientes positivos para EBV eram do sexo masculino, no entanto, não 

houve diferença estatisticamente significante entre os grupos feminino e masculino, fato 

atribuído ao número reduzido de mulheres na amostra, uma vez que Higgins et al. [11] 

encontraram maior soroprevalência do EBV no sexo feminino. 

De acordo com o presente estudo, Sand et al. [9] e van Heerden et al. [33], a 

prevalência do EBV no câncer de boca não é influenciada pela idade.  Em pacientes jovens, 

abaixo de 45 anos de idade, o CEC oral parece ser mais agressivo e evidências apontam para a 

ausência de fatores de risco como o fumo e álcool [34]. Nestes casos é possível que vírus 

como o EBV participe da oncogênese. 

Não foi encontrada correlação entre o câncer de boca e a presença do EBV, 

tabagismo e etilismo, concordando com estudos prévios [4, 9, 31, 35-36]. Entretanto, no 

presente estudo, todos os pacientes EBV positivo eram tabagistas. Como a amostra de não 

tabagistas foi reduzida, não foi possível descartar que o EBV estivesse relacionado com 

tumores neste grupo. É possível que o EBV possa atuar principalmente quando os fatores de 

risco, como tabaco e álcool, não estejam presentes. 

Em relação ao estadiamento clínico, gradação histológica e metástase cervical, 

também não houve diferença estatisticamente significante entre os casos EBV positivos e 

negativos. Sand et al. [9] e Tsuhako et al. [35] não encontraram correlação entre a presença de 
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EBV e o grau de diferenciação do tumor.  Os resultados conflitam com González-Moles et al. 

[32] que relataram associação entre o EBV e CEC pouco ou moderadamente diferenciado e 

com Maeda et al. [37] que associaram o EBV ao CEC pouco diferenciado, enquanto que 

Kobayashi et al. [22] sugeriram que pode haver relação entre EBV e CEC bem diferenciado.  

Como os diversos trabalhos apresentam resultados conflitantes, é possível fazer uma analogia 

em relação ao carcinoma nasofaríngeo, que está relacionado ao EBV e possui comportamento 

altamente agressivo, com infiltração local extensa, disseminação linfática e hematogênica 

[38]. Partindo deste princípio, é possível que o vírus contribua para maior agressividade do 

tumor também no câncer de boca. 

Não houve correlação entre a sobrevida e a presença do vírus no presente estudo, 

bem como nos estudos de Gonzáles-Moles et al. [26]. Kobayashi et al. [22] sugeriram um 

bom prognóstico nos casos de CEC EBV positivos. Segundo Maeda et al. [37] a presença do 

EBV não parece estar relacionada com a progressão, metástase ou resposta do carcinoma 

espinocelular oral ao tratamento. Para Maeda et al. [37],  maiores amostras poderiam 

apresentar diferenças nos resultados, pois eles encontraram tendência positiva na correlação 

entre infecção por EBV e prognóstico.  
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7 Conclusão 

Apesar da ausência de significância estatística, houve maior prevalência de EBV em 

pacientes tabagistas, etilistas, do sexo masculino com gradação histológica moderadamente ou 

pouco diferenciado. 

Não houve correlação estatística entre a presença do vírus e a localização primária do 

carcinoma espinocelular oral, estadiamento clínico e metástase cervical. 

A baixa prevalência do EBV e a ausência de diferença estatisticamente significante 

entre os grupos com e sem carcinoma espinocelular oral sugerem que o vírus não participa do 

desenvolvimento de carcinoma espinocelular oral na região de Araçatuba – SP, Brasil. 
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Figura 1 – Fotografia do gel de agarose 3% mostrando resultado da amplificação do gene da 
betaglobina humana (268 pb) por PCR de amostras de carcinoma espinocelular oral. 
PM = peso molecular de 100 pb; CP = controle positivo (DNA extraído de sangue humano); 
NO = controle negativo (sem DNA). 
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Figura 2 - Fotografia do gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado da amplificação do 
EBV (100 pb) por nPCR de amostras de carcinoma espinocelular oral (amostras A32 e A34 
positivas). 
PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraído de linfoma de 
Hodgkin); NO = controle negativo (sem DNA) 
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Figura 3 – Fotografia do gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado da amplificação do 
EBV (100 pb) por nPCR de amostras de mucosa oral clinicamente saudável (amostras 10A e 
13A positivas). 
PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraído de linfoma de 
Hodgkin); NO = controle negativo (sem DNA). 
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Figura 4 – Curva de probabilidade de sobrevida acumulada dos pacientes com carcinoma 
espinocelular segundo a presença ou não do EBV, pelo método de Kaplan-Meier (p = 0,7).   
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Quadro 1 – Detecção de EBV em CEC oral. 

Autores País métodos EBV positivo 

Mao et al., 1993 Inglaterra PCR 35% 

D’Costa et al., 1998 Índia 
PCR, Southern blot 

hybridization 
25% 

González-Moles et al., 
1998 

Espanha PCR 17,59% 

Maeda et al., 1998 Japão PCR 64,4% 

Kobayashi et al., 1999 Japão Southern blot, 
hydridization 15,2% 

Sand et al., 2002 Suécia nPCR 37,9% 

Gonzalez-Moles et al., 
2002 Espanha PCR 19,2% 

Bagan et al., 2008 
 

Espanha e Inglaterra nPCR 40% 

Kis et al.,2009 Hungria PCR 73,8% 

Arêde et al., 2010 Brasil nPCR 9,75% 
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Tabela 1 – Comparação entre a presença de EBV nas três diferentes regiões avaliadas e no 
grupo controle. 

Localização pacientes EBV + (%) EBV - (%) p* 
assoalho bucal 20 2 (10,0) 18 (90,0) 0,95 

controle 19 3 (15,8) 16 (84,2)  
     

língua 25 3 (12,0) 22 (88,0) 0,94 
controle 19 3 (15,8) 16 (84,2)  

     

orofaringe 12 0 12 (100,0) 
�
 

controle 19 3 (15,8) 16 (84,2)  
*Teste de proporção com Qui-quadrado
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Tabela 2 - Correlação da presença do EBV com as variáveis clínico-patológicas e fatores de 
risco dos pacientes com carcinoma espinocelular oral. 

Variáveis 
 

pacientes  
(n= 57) 

EBV +  
(n= 5) 

EBV – 
(n=52)  

p* 
 

     
localização    0,47 

assoalho bucal  20 2 18  
língua  25 3 22  

orofaringe 12 0 12  
sexo    0,62 

masculino 52 5 47  
feminino 5 0 5  

idade    0,98 
≤ 45 13 1 12  

entre 45 e 65 32 3 29  
   ≥ 65           12 1 11  

tabagismo    0,76 
tabagista 54 5 49  

não tabagista 3 0 3  
etilismo    0,64 

etilista 43 4 39  
abstêmio 14 1 13  

estadiamento clínico    0,32 
I e II 23 3 20  

III e IV 34 2 32  
gradação histológica    0,38 

in situ e bem diferenciado 5 1 4  
moderadamente e pouco diferenciado 52 4 48  

metástase cervical    0,32 
negativo 27 3 24  
positivo 14 2 12  

não realizado 16 0 16  
*teste exato de Fisher ou Qui-quadrado 
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Anexo A – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da FOA – 
Unesp.
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Anexo B – Normas da revista Clinical Oral Investigations. 
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Anexo C – Ficha clínica individual. 

Pesquisa: Detecção do vírus Epstein-Barr em carcinoma espinocelular oral e mucosa oral na região de 

Araçatuba – SP, Brasil 

 mestranda: Lívia Trevelin Arêde 

Nome do paciente: 

Número do caso: 

Número do prontuário: 

1. Sexo: (M) masculino (F) feminino 

2. Idade do diagnóstico 

1) ≤ 45 anos 

2) Entre 45 e 65 anos 

3) ≥ 65 anos 

3. Tabagista (+) sim (-) não 

4. Etilista (+) sim (-) não 

5. Estadiamento clínico 

1) I e II 

2) III e IV 

6. Gradação histológica  

1) Carcinoma in situ e bem diferenciado  

2) Carcinoma moderadamente e pouco diferenciado 

7. Metástase cervical 

(-) negativo 

(+) positivo 

Não realizado 

8. Condição final 

0) Vivo e morte não câncer 

1) Morte por câncer 
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Anexo D – Informações sobre os casos estudados.  

localização 
 admissão sexo 

idade do 
diagnóstico tabagista etilista 

estadiamento 
clínico 

gradação 
histológica 

esvaziamento 
cervical 

EBV 
último 
contato 

estado 
atual 

assoalho 
bucal 

28/05/1991 M 59 ⁺ ⁺ 2 1 ⁻ ⁻ 2/9/1993 1 

assoalho 
bucal 

05/07/1995 M 63 ⁺ 
⁺ 2 1 ⁻ ⁻ 20/11/1997 1 

assoalho 
bucal 

26/02/1996 M 74 ⁺ ⁺ 2 1 ⁻ ⁻ 30/4/2004 1 

assoalho 
bucal 

25/11/1996 M 64 ⁺ ⁺ 1 1 ⁻ ⁻ 20/9/1999 0 

assoalho 
bucal 

04/03/1997 M 63 ⁺ ⁺ 1 1 ⁻ ⁻ 12/1/2003 1 

assoalho 
bucal 

22/06/1998 M 56 ⁺ ⁻ 2 1 ⁺ 
⁻ 15/6/1999 1 

assoalho 
bucal 

26/04/1999 M 58 ⁺ ⁻ 1 1 ⁻ ⁻ 12/10/2008 1 

assoalho 
bucal 

14/03/2000 M 42 ⁺ ⁺ 1 1 ⁻ ⁻ 22/2/2010 0 

assoalho 
bucal 

21/06/2001 M 77 ⁺ ⁻ 2 1 não realizado ⁻ 26/4/2003 1 

assoalho 
bucal 

20/8/2001 M 57 ⁺ ⁻ 1 2 ⁺ 
⁻ 3/12/2003 1 

assoalho 
bucal 

30/04/2002 M 61 ⁺ ⁺ 2 1 ⁻ 
⁻ 10/3/2010 0 

assoalho 
bucal 

14/06/2002 M 65 ⁺ ⁺ 2 1 não realizado ⁻ 8/7/2002 1 

assoalho 
bucal 

24/6/2002 M 55 ⁺ ⁺ 1 1 ⁻ 
⁻ 10/3/2008 1 

assoalho 
bucal 

9/12/2002 M 47 ⁺ ⁺ 1 1 não realizado ⁻ 10/3/2010 0 

assoalho 
bucal 

24/6/2003 M 47 ⁺ ⁺ 1 1 ⁻ 
⁻ 25/10/2005 0 

assoalho 
bucal 

10/05/2004 M 61 ⁺ ⁺ 1 1 ⁻ 
⁻ 21/7/2007 1 

assoalho 
bucal 

18/10/2004 M 61 ⁺ ⁺ 2 1 ⁻ ⁺ 27/7/2009 0 

assoalho 
bucal 

18/10/2004 F 77 ⁺ ⁻ 1 1 ⁻ ⁻ 9/3/2010 0 

assoalho 
bucal 

05/10/2005 M 45 ⁺ ⁻ 1 1 ⁻ ⁺ 26/6/2007 1 
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assoalho 
bucal 

25/5/2005 M 53 ⁺ ⁻ 2 1 ⁻ ⁻ 
14/12/2009 

0 

língua 4/3/1993 F 63 ⁺ ⁺ 2 2 ⁻ 
⁻ 24/6/2008 0 

língua 30/8/1993 M 68 ⁺ ⁻ 2 2 não realizado ⁻ 27/4/1994 1 

língua 20/12/1993 M 64 ⁺ ⁺ 2 2 ⁺ 
⁻ 15/10/2000 0 

língua 7/12/1993 M 57 ⁺ ⁺ 1 2 ⁻ 
⁻ 10/3/2010 0 

língua 20/6/1994 M 59 ⁺ ⁻ 2 2 não realizado ⁻ 14/4/1995 1 

língua 11/8/1994 M 42 ⁺ ⁺ 1 2 não realizado ⁻ 6/4/1996 1 

língua 20/3/1995 F 65 ⁺ ⁻ 1 2 ⁻ ⁻ 22/2/2010 0 

língua 10/5/1995 M 48 ⁺ ⁺ 2 2 ⁺ ⁻ 29/4/2007 1 

língua 12/2/1996 M 43 ⁺ ⁺ 2 2 
não realizado ⁻ 21/3/1996 1 

língua 13/5/1996 M 43 ⁺ ⁺ 2 2 ⁺ ⁻ 24/4/1997 1 

língua 27/5/1996 M 34 ⁺ ⁺ 2 2 ⁺ ⁻ 25/3/1997 1 

língua 9/9/1996 M 46 ⁺ ⁺ 2 2 ⁻ ⁻ 26/2/2006 1 

língua 19/8/1996 M 56 ⁺ ⁺ 2 2 ⁺ ⁺ 15/6/2001 1 

língua 25/11/1996 M 44 ⁺ ⁺ 2 2 
não realizado ⁻ 26/1/1997 1 

língua 21/7/1997 M 31 ⁺ ⁺ 2 2 
não realizado ⁻ 27/10/1997 1 

língua 2/3/1998 M 35 ⁺ ⁺ 1 2 ⁺ ⁻ 27/7/2009 0 

língua 28/11/1998 M 63 ⁺ ⁺ 2 2 
não realizado ⁻ 25/7/1999 1 

língua 23/11/1998 M 66 ⁺ ⁺ 1 2 
não realizado ⁻ 21/4/2000 1 

língua 24/5/1999 F 82 ⁻ ⁻ 2 2 ⁺ ⁻ 9/12/2000 1 

língua 11/11/1998 F 63 ⁻ ⁻ 2 2 ⁻ ⁻ 10/1/2010 1 

língua 5/12/1994 M 71 ⁺ ⁺ 1 2 ⁻ ⁺ 
27/9/1999 1 
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língua 7/5/1991 M 43 ⁺ ⁺ 1 2 ⁻ ⁻ 
27/5/1997 

1 

língua 15/12/1992 M 62 ⁺ ⁺ 1 2 ⁺ ⁺ 22/1/2009 1 

língua 4/3/1996 M 54 ⁺ ⁺ 1 2 ⁺ ⁻ 22/5/1997 1 

língua 12/2/1996 M 47 ⁻ 
⁺ 1 2 ⁻ ⁻ 18/1/2010 0 

orofaringe 17/8/1993 M 44 ⁺ ⁺ 2 2 ⁻ ⁻ 25/12/1996 1 

orofaringe 13/12/1993 M 57 ⁺ ⁺ 2 2 ⁻ ⁻ 11/5/1996 1 

orofaringe 25/5/1994 M 71 ⁺ ⁺ 2 2 
não realizado ⁻ 22/6/1994 1 

orofaringe 8/8/1994 M 53 ⁺ ⁺ 2 2 
não realizado ⁻ 4/10/1994 1 

orofaringe 19/6/1995 M 42 ⁺ ⁺ 1 2 ⁻ ⁻ 27/7/1996 1 

orofaringe 11/9/1995 M 84 ⁺ ⁻ 2 2 
não realizado ⁻ 7/2/1997 1 

orofaringe 2/3/1998 M 57 ⁺ ⁺ 2 1 
não realizado ⁻ 15/11/2003 1 

orofaringe 5/1/1998 M 47 ⁺ ⁺ 2 2 ⁺ ⁻ 22/11/1998 1 

orofaringe 14/5/2001 M 75 ⁺ ⁻ 2 2 
não realizado ⁻ 13/3/2002 0 

orofaringe 4/11/1993 M 54 ⁺ ⁺ 1 2 ⁻ ⁻ 1/10/2005 1 

orofaringe 17/3/1998 M 42 ⁺ ⁺ 2 2 ⁺ ⁻ 22/6/2000 1 

orofaringe 15/7/2003 M 59 ⁺ ⁺ 2 2 ⁺ ⁻ 9/11/2009 0 
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Anexo E – Programação de ciclos do termociclador para a nPCR, primeira e segunda etapa da 

nPCR para o EBV.                  

Etapa temperatura tempo ciclos 

desnaturação inicial 94°C 2 minutos 1 

desnaturação 94°C 30 segundos  

anelamento 55°C 30 segundos  

extensão 72°C 30 segundos 35 

extensão final 72°C 5 minutos 1 
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Anexo F – Análise estatística (p*) entre a presença do EBV e as variáveis para cada 
localização anatômica do CEC. 

variáveis assoalho bucal língua orofaringe 

sexo 0,9 0,5783 � 
estadiamento clínico 0,7105 0,3457 0,4222 

tabagismo  � 0,6696 � 
etilismo 0,5895 0,4957 0,6104 

gradação histológica 0,3684 � � 
metástase cervical 0,6905 0,371 � 

*Teste exato de Fisher 
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Anexo G – Região BamHIW do EBV e fragmento amplificado pelos oligonucleotídeos na 
nPCR. 

GGATCCCCCCACCGGCCCTTCTCTCTGTCCCCCTGCTCCTCTCCAACCTTCGCTCCACCCTAGACCCCAGCTTCTGGCCTC

CCCGGGTCCACCAGGCCAGCCGGAGGGACCCCGGCAGCCCGGGCGAGTCGCCTTCCCTCTCCCCTGGCCTCTCCTTCCC

GCCTCCCACCCGAGCCCCCTCAGCTTGCCTCCCCACCGGGTCCATCAGGCCGGCCGGAGGGACCCCGGCGGCCCGGTG

TCAGTCCCCCCTGCAGCCGCCCAGTCTCTGCCTCCAGGCAAGGGCGCCAGCTTTTCTCCCCCCAGCCTGAGGCCCAGGC

TCCTGTGCACTGTCTGTAAAGTCCAGCCTCCCACGCCCGTCCACGGCTCCCGGGCCCAGCCCCGTCCACCCCTCCCCACG

GTGGACAGGCCCTCTGTCCACCCGGGCCATCCCCGCCCCCCTGTGTCCACCCCAGTCCCGTCCAGGGGGGACTTTATGT

GACCCTTGGGCCTGGCTCCCCATAGACTCCCATGTAAGCCTGCCTCGAGTAGGTGCCTCCAGAGCCCCTTTTGCCCCCCT

GGCGGCCCAGCCCGACCCCCGGGCGCCCCCAAACTTTGTCCAGATGTCCAGGGGTCCCCGAGGGCGAGGCCCAGCCCC

CTCCCGCCCCTGTCCACTGCCCCGGTCCCCCCAGAAGCCCCCAAAAGTAGAGGCTCAGGCCATGCGCGCCCTGTCACCA

GGCCTGCCAAAGAGCCAGATCTAAGGCCAGGAGAGGCAGCCCCAAAGCGGGTGCAGTAACAGGTAATCTCTGGTAGTGAT

TTGGACCCGAAATCTGACACTTTAGAGCTCTGGAGGACTTTAAAACTCTAAAAATCAAAACTTTAGAGGCGAATGGGCGCCA

TTTTGTCCCCACGCGCGCATAATGGCGGACCTAGGCCTAAAACCCCCAGGAAGCGGGTCTATGGTTGGCTGCGCTGCTGC

TATCTTTAGAGGGGAAAAGAGGAATAAGCCCCCAGACAGGGGAGTGGGCTTGTTTGTGACTTCACCAAAGGTCAGGGCCC

AAGGGGGTTCGCGTTGCTAGGCCACCTTCTCAGTCCAGCGCGTTTACGTAAGCCAGACAGCAGCCAATTGTCAGTTCTAG

GGAGGGGGACCACTGCCCCTGGTATAAAGTGGTCCTGCAGCTATTTCTGGTCGCATCAGAGCGCCAGGAGTCCACACAAA

TGTAAGAGGGGGTCTTCTACCTCTCCCTAGCCCTCCGCCCCCTCCAAGGACTCGGGCCCAGTTTCTAACTTTTTCCCCTTC

CCTCCCTCGTCTTGCCCTGCGCCCGGGGCCACCTTCATCACCGTCGCTGACTCCGCCATCCAAGCCTAGGGGAGACCGA

AGTGAAGTCCCT GGACCAGCCCGGCCCGGGCCCCCCGGTATCGGGCCAGAGGTAAGTGGACTTTAAT TTTTTCTGCTAA

GCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACACTACACACACCCACCCGTCTCAGGGTCCCCTCGGACAGCTCCTAAGAAG

GCACCGGTCGCCCAGTCCTACCAGAGGGGGCCAAGAACCCAGACGAGTCCGTAGAAGGGTCCTCGTCCAGCAAGAAGAG

GAGGTGGTAAGCGGTTCACCTTCAGGGGTAAGTAACCTGACCTCTCCAGGGCTCACATAAAGGGAGGCTTAGTATACATGC

TTCTTGCTTTTCACAGGAACCTGGGGGCTAGTCTGGGTGGGATTAGGCTGCCTCAAGTTGCATCAGCCAGGGCTTCATGCC

CTCCTCAGTTCCCTAGTCCCCGGGCTTCAGGCCCCCTCCGTCCCCGTCCTCCAGAGACCCGGGCTTCAGGCCCTGCCTCT

CCTGTTACCCTTTTAGAACCACAGCCTGGACACATGTGCCAGACGCCTGGGCCTCTAAGGCCCTCGGGTCCCCCTGGACC

CCGGCCTCAGCAACCCTGCTGCTCCCATCCTGCCACCCCAGCCTCCCCCCCTCCCCGTCCCCCTTCGCTCCTGATCCTCC

CCCGGTCCCCAGTAGGGCCGCCTGCCCCCCTGCACCCAGTACCTGCCCCTCTTGGCCACGCACCCCGGGCCAGGCCACC

TTAGACCCGGCCAAGCCCCATCCCTGAAGACCCAGCGGCCATTCTCTCTGGTAACGAGCAGAGAAGAAGTAGAGGCCCGC

GGCCATTGGGCCCAGATTGAGAGACCAGTCCAGGGGCCCGAGGTTGGAGCCAGCGGGCACCCGAGGTCCCAGCACCCG

GTCCCTCCGGGGGGCAGAGACAGGCAGGGGCCCCCCGGCAGCTGGCCCCGAGGAGGCGCCCGGAGTGGGGCCGGTCG

GCTGGGCTGGCCGAGCCCGGGTCTGGGAGGTCTGGGGTGGCGAGCCTGCTGTCTCAGGAGGGGCCTGGCTCCGCCGG

GTGGCCCTGGGGTACGTCTGGGAGGCAGAGGGTCGGCCTAGGCCCGGGGAAGTGGAGGGGGATCGCCCGGGTCTCTGT

TGGCAGAGTCCGGGCGATCCTCTGAGACCCTCCGGGCCCGGACGGCCGCCCTCAGCCCCCCAGACAGACCCCAGGGTC

TCCAGGCAGGGTCCGGCATCTCCAGGGGCAGCAGGCTCACCACCACAGGCCCCCCAGACCCGGGTCTCGGCCAGCCGA

GCCGACCGGCCCCGCGCCGGGCGCCTCCTCGGGGCCAGCCGCCGGGGTTGGTTCTGCCCCTCTCTCTGTCCTTCAGAG

GAACCAGGGACCTCGGGCACCCCAGAGCCCCTCGGGCCCGCCTCCAGGCGCCCTCCTGGTCTCCGCTCCCCTCTTAGCC

CCGTTAAACCCAAAGAATGTCTGAGGGGAGCCACCCTCGGGGCCCAGGCCCCAGAGTCCAGAGGTCAGGGGCACCTCAG

GGTGCCTCCCCGGGTCCCAGGCCAGCCGGAGGGACCCCGGCAGCCCGGGCGGCCCCAGAGGCCGGTTCCTCGCCCCTT

CCCCGGGCTTCAGAGCCCAGGATGTCCCCCAGAAGGGACCCTAGGCGTCCCCTCTCCTCCCCTCCAGGCTCGAGCCTCT

CCCTCGCGGAGAGGGGCCTCTTTGGGCCCTCACGTCCAGCCCCACCGAGACCCGAGTGGCCC 
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Oligonucleotídeos externos  
GAGACCGAAGTGAAGTCCCT GGACCAGCCCGGCCCGGGCCCCCCGGTATCGGGCCAGAGGTA

AGTGGACTTTAATTTTTTCTGCTAAGCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACACTACACACAC

CCACCCGTCTCAGGGTCCCCTCGGACAGCTCCTAAGAAGGCACC 

 
Oligonucleotídeos internos 
GCCAGAGGTAAGTGGACTTTAAT TTTTTCTGCTAAGCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACA

CTACACACACCCACCCGTCTCAGGGTCCCCTC                                                                                     
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