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Aréde LT. Deteccédo do virus Epstein-Barr em carcinoma espinacetalae mucosa oral na
regido de Aracatuba — SP, Brasil [dissertacdo]. Aracatubeuldade de Odontologia da

Universidade Estadual Paulista; 2010.

Resumo
O virus Epstein-Barr (EBV) faz parte da familia herpesvinumano e esté relacionado com
doencas benignas e malignas de cabeca e pescoco e sua pelsgi&el com o carcinoma
espinocelular (CEC) oral tem sido estudada. O objetivo deste estudo foi depretarga do
EBV em pacientes com CEC oral e mucosa normal, correlacionandchadoa com as
variaveis clinico-patologicas, fatores de risco e sobrevida. Faiadplia nested-PCR em
pecas parafinizadas de CEC oral, sendo 20 amostras de assoalh@%dealingua e 12 de
orofaringe. Também foi utilizado grupo controle, sem carcinoma eghim@c com 19
amostras de mucosa oral normal. O virus foi encontrado em 10% dasaandestssoalho
bucal e 12% de lingua, ndo sendo detectado na orofaringe. Para amsmestnucosa
normal a prevaléncia foi de 15,79%. Nao houve diferenca estatistitmsignificante entre a
presenca do virus e as variaveis: localizacdo anatdmica, sede, tdaagismo, etilismo,
estadiamento clinico, gradacao histolégica, esvaziamento cendobkevida. Os resultados
sugerem que o EBV nao participa isoladamente da carcinogénese oral.

Palavras-chave:Herpesvirus humano 4. Carcinoma de células escamosas. Neoplaaias buc

Reacdo em cadeia da polimerase.



Aréde LT. Detection of Epstein-Barr virus in oral squamous eetlicoma and oral mucosa
in the region of Aracatuba — Sao Paulo, Brazil [dissertatiomc¢#uba: Sao Paulo State
University; 2010.

Abstract

The Epstein-Barr virus (EBV) is part of human herpesvirus fal@yng associated with
benign and malignant diseases head and neck. Its possible relaticoratifguamous cell
carcinoma (OSCC) has been studied. The aim of this study wlaseitt the presence of EBV
in patients with OSCC and normal mucosa, correlating the findints akhicopathologic
variables, risk factors and patient’s survival. Nested PCRapphes in paraffin embedded
samples of OSCC being 20 samples of mouth floor, 25 tongue and 12 oraszryh
control group composed of 19 normal oral mucosa samples was used. Theagirasind 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 noicatbtigtignificant
differences between the virus presence and the variables: ardttmoédization, gender, age,
smoking, alcoholism, clinical stage, histological grade, neclediss and patient’s survival.

The results suggest that EBV alone did not have participation in carcinogenasisQCC.

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

chain reaction.
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1 Resumo

O virus Epstein-Barr (EBV) faz parte da familia herpesvinusmano e esté relacionado com
doencas benignas e malignas de cabeca e pescoco e sua pelsgi&el com o carcinoma
espinocelular (CEC) oral tem sido estudada. O objetivo deste estudo foi depeetarga do
EBV em pacientes com CEC oral e mucosa normal, correlacionandchadoa com as
variaveis clinico-patologicas, fatores de risco e sobrevida. Faiadplia nested-PCR em
pecas parafinizadas de CEC oral, sendo 20 amostras de assoalh@%dealingua e 12 de
orofaringe. Também foi utilizado grupo controle, sem carcinoma egbin@c com 19
amostras de mucosa oral normal. O virus foi encontrado em 10% dasaandestssoalho
bucal e 12% de lingua, ndo sendo detectado na orofaringe. Para amsmestnucosa
normal a prevaléncia foi de 15,79%. Nao houve diferenca estatistitmsignificante entre a
presenca do virus e as variaveis: localizacdo anatdmica, sede, tdaagismo, etilismo,
estadiamento clinico, gradacdo histol6gica, metastase cervigabrevida. Os resultados
sugerem que o EBV nao participa isoladamente da carcinogénese oral.
Palavras-chave:Herpesvirus humano 4. Carcinoma de células escamosas. Neoplaaias buc

Reacéo em cadeia da polimerase.
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2 Introducao*

De acordo com a ultima Classificacdo Internacional das Dse(@GH 10) da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) [1], o cancer de boca pode actahéais, lingua,
glandulas salivares, gengiva, assoalho, palato, orofaringe e daota&acbes orais.
Aproximadamente 90% dos canceres de boca sao do tipo carcinoma esl@an¢CecC) e
ocorrem 274.000 novos casos e 145.000 mortes por ano no mundo em decorréncia da doenca,
sendo dois tercos em paises em desenvolvimento [2]. O Brasilngséoe trés paises em
desenvolvimento com maior incidéncia de cancer de boca, juntamenfaguoistio e india.
Para o Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima 14d20s casos de cancer de
boca para 2010 e a mortalidade em cinco anos corresponde a menos de 2186€0 f
atribuido principalmente aos fatores de risco: tabaco e alcool. Contuds faibres também
sao relacionados bem como alteracdes genéticas, infeccao viral eon{@frica

Baseado nas informacgbes atualmente disponiveis pode-se afirmaexigteEm
diferentes mecanismos responsaveis pela carcinogénese israbm@o origem genética,
infecciosa e pela acdo de fatores de risco, incluindo tabaco e autograi alcool, que
podem variar de acordo com as diferencas geograficas, cultingssée socio-econémicas
[4-6]. Uma vez que os canceres de boca tém sido observados em peqeo@oa@macientes
sem os fatores de risco, causas como infeccao viral tem sidatigadas. Das infeccOes
virais, o virus Epstein-Barr (EBV) é citado como um possivel agamt@gnogénico para o
cancer de boca [4].

O EBYV posstui dupla fita de DNA e faz parte da familia herpesviumano [4-7]. E
0 mais potente virus imortalizador celular conhecido até o momentarajoxalmente,
infecta cerca de 90% da populacdo mundial humana sem causar daen@amaioria dos
individuos [4, 8-10]. Possui dois subtipos (1 e 2 ou A e B) e sua transmissd&e com 0
contato oral, principalmente durante o beijo [11, 12]. A infec¢cdo pant@orre nos trés
primeiros anos de vida de forma subclinica. Entretanto, quando eteetacadolescentes,
com frequéncia desenvolve a mononucleose infecciosa, doenca agudaitadenl[10-11,
13-14].

Além da mononucleose infecciosa, o EBV é o0 agente etiol6gico daplas@a
pilosa e, em seu estado latente, de algumas neoplasias matgmas o carcinoma
nasofaringeo, linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin [4, 7, 11-12, 15]. &aald [9]

*Normas segundo a revista Clinical Oral Investigasi (Anexo B)
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sugerem que a combinacdo entre fatores quimicos e EBV possaeasolvida no
desenvolvimento do CEC oral.

Os linfocitos B sao as células-alvo iniciais, através do rec€id@il [16] e, apds a
infeccdo primaria, uma pequena fracdo destas células permanexeesenvatorio de EBV
[17]. As células epiteliais da orofaringe e das glandulasases sdo passiveis de infec¢éo,
com replicacdo periodica e eliminacdo viral na saliva [8, 10, 16ftO®s relacionados com
a reativacdo e replicacao viral sdo o estresse e a deficiéncia imoadid].

Na fase de laténcia, 0 EBV expressa poucos genes que incluganastnucleares
(EBNAS), proteinas latentes de membrana (LMPs) e pequenos EBERS) [10, 15] e
produz efeito citopatico minimo [9]. Neste estado, o EBV pode sertdéteem linfécitos B
e células epiteliais da orofaringe , sendo potencialmente oncogénianpzua [19].

A presenca do EBV tem sido detectada em casos de CEC orakrésiséio as
técnicas utilizadas para deteccdo do virus, dentre elas a m@c@&adeia da polimerase
(PCR), a nested-PCR (n-PCR), a imunoistoquimica e as téawuchibridizacdo. A PCR é
uma técnica de biologia molecular amplamente utilizada paderdificacdo do EBV em
bidpsia de lesbes orais ou mesmo em saliva. Consiste em um métachplificacaon vitro
(geracdo de multiplas copias) de DNA, que pode ser realizgortia de quantidades
reduzidas de amostra. A nPCR é uma variacdo da PCR e tem ptivoobjgmentar a
especificidade e eficiéncia da amplificacdo do DNA alvo, porpceander duas etapas de
sintese de DNA, sendo que o material produzido na primeira etagadeemolde para a
segunda [20].

Cruz et al. [16] utilizaram diferentes métodos (PCR, hibridizagaositu, e
imunoistoquimica) e concluiram ndo existir evidéncias de que o d&B¥nvolve papel na
carcinogénese. Segundo os autores, a presenca do EBV nas amdSiE&sdbktectadas pela
PCR reflete a presencga do virus na saliva. Para Tesahg[21], o DNA de EBV é raro no
cancer de boca e até mesmo em mucosa saudavel. Kolaiyast2] e lamarooret al. [23]
em seus estudos indicaram que a transcricdo do genoma do EBV nm@&onasocélulas de
CEC, sugerindo que o EBV ndo desempenha papel na carcinogénese oral.

Entretanto, Bagarmt al. [24] utilizando a técnica da nPCR em amostras frescas
encontraram 40% de positividade em CEC oral. Sl [9] analisando amostras de CEC
por nPCR encontraram 37,9% de positividade para EBV. Para ambos aygapes do EBV

ainda é incerto.
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Shimakageet al. [14] utilizando técnicas de hibridizac&ositu, imunofluorescéncia
indireta e Southern Blot encontraram RNA mensageiro e proteinas do EBV queresgas
nas maioria dos carcinomas de boca, sugerindo que o EBV pode ser agedis causais
destes canceres. Szkaradkiewgtal. [25] sugerem que a infeccéo pelo EBV, em condi¢cbes
apropriadas, pode promover a carcinogénese e levar ao desenvolvimentoirdemeade
tonsila palatina ou carcinoma de lingua.

Gonzales-Molest al. [26] concluiram que o EBV pode expressar sua principal
oncoproteina, a LMP1, em CEC oral, indicando que sua infec¢éo latentanfhoeleciar na
transformacdo oncogénica de epitélio oral. Reral. [27] concluiram que os EBERS
participam da transformacéo maligna do CEC oral. Shaehah [28] encontraram aumento
da expresséo de proteinas do EBYV, indicando que o EBV pode contribuir para o creseiment
transformacao maligna do carcinoma.

Diante desta controvérsia na literatura, mais estudos sdo aréxgxsa elucidar o

papel do EBV na carcinogénese oral.
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3 Proposicao

O propésito deste trabalho foi detectar a presenca do virus EpsteimiBa
pacientes com carcinoma espinocelular oral e mucosa clinicassrtével da cavidade oral
residentes na regido de Aracatuba — SP, Brasil, comparataasd& deteccao entre os dois
grupos e as variaveis: localizagdo anatbémica, sexo, idadgjstaloa etilismo, estadiamento

clinico, gradacéo histologica, metastase cervical e sobrevida.
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4 Material e método

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisauldade de
Odontologia do Campus de Aracatuba — Universidade Estadual “Julio stpuitéeFilho”,
Processo n° 2008-00940.

Dois grupos de pacientes foram avaliados, sendo 0 grupo experimengaistom
por 57 amostras de pecas parafinizadas de pacientes atendidos na€@nrtomlogia Bucal
(COB) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP no perid@8Ha 2005 com
acompanhamento até o ano de 2010 e o grupo controle, com 19 amostras, conpExse de
parafinizadas de pacientes que realizaram ulectomia comanérata cirdrgico, com
finalidade curativa, independentemente desta pesquisa. Dentre asasnustrgrupo
experimental, todas apresentaram diagndstico histopatolégico cieocaa espinocelular
oral, sendo 20 amostras em assoalho bucal, 25 em lingua e 12 em orofaringe.

Os dados dos pacientes foram obtidos a partir dos prontuarios, sendala datra
paciente no COB considerada como data inicial para o estudo de sobrevida.

Os cortes histopatoldgicos, corados pelo método da hematoxilinana, fosam
revistos ao microscopio Optico para confirmacédo do diagnéstico. A gradistdidgica das
lesdes se baseou na classificacdo da OMS, como carcimomtl, bem diferenciado,
moderadamente e pouco diferenciado [29].

Foram considerados tabagistas os individuos que fumaram regukarcheante
alguma época da vida, mesmo aqueles que atualmente abandonararn. @wicido-
tabagistas foram aqueles que em nenhum momento da vida fizerargwlaode fumo. Para
a classificacao de etilistas e abstémios foram usados os mesnrasscrité

O estadiamento clinico utilizado foi aquele proposto pela Unido Internacionah Contr
o Cancer, que define a extensédo da doenca analisando trés paréretrnssio da neoplasia
primaria (T); grau de comprometimento de linfonodos regionais (Ngtdstase a distancia
(M) [30].

Extracdo do DNA

Com o emprego de micrétomo histologico, foram realizados de 5 at&8 der 10
um de espessura de cada peca parafinizada até a obtencdo de 2hateyidé procedendo a
descontaminacdo do micro6tomo e troca de lamina entre cada exe@plaortes foram
acondicionados em tubos de polipropileno de 1,5 mL devidamente identificadaagao
do DNA foi realizada com o uso do QIAmp DNA minikit® (QIAGEN L@rawley, UK),

conforme as instrucdes do fabricante. A quantidade de DNA gendmitb,csB0 a pureza
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das amostras obtidas foi determinada por densidade Optica em esp@ETEdD
(NanoDrop® ND — 1000 UV-Vis). As amostras foram armazenadas’@ &€ a realizacdo
da PCR.

PCR para amplificagcdo do gene controle

Como controle de qualidade e verificagdo de presenca e integridadNAo
gendmico em todas as amostras obtidas, foi realizada a PCRnpalficacdo de parte do
gene que codifica a cadeia de betaglobina humana, com os oligonucleatidiea®res
PC04 (CAACTTCATCCACGTTCACC) e GH20 (GAAGAGCCAAGGACAGGTA
(Invitrogen Life Technologies, Brasil) que amplificam fragment®@@ pares de base (pb).
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel decag@¥s corados com
brometo de etidio e visualizados em transiluminador ultravioleta.

Como controle positivo foram utilizadas amostras de DNA extraidgadgue
humano. O controle negativo foi composto pela mistura de amplificacasudustituicdo do

DNA por 4gua ultrapura, em mesmo volume.

NPCR para amplificacdo do EBV

Apds a confirmacdo da integridade do DNA genbmico, as amostram fora
submetidas a pesquisa do DNA do EBV através da técnica da nRGRig@nhucleotideos
iniciadores utilizados fazem parte da regido BamHIW do E@igdnucleotideo externo para
frente — GAGACCGAAGTGAAGTCCCT, oligonucleotideo externo paras tra
GGTGCCTTCTTAGGAGCTGT, oligonucleotideo interno para frente -
GCCAGAGGTAAGTGGACTTTAAT, oligonucleotideo  interno  para tras —
GAGGGGACCCTGAGACGGGT) (Integrated DNA Technologies), méitios a 1M, que
amplificam fragmento de 100 pb.

Na primeira etapa a mistura de amplificagéo foi composta pqil2de tampé&o de
PCR 10X (Tris-HCI 10 mM, pH 8; KCI 50 mM) (Invitrogen Life Tedhlogies, Carlsbad,
CA, EUA), 1,3 mM de MgG (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 0.2 mM
de cada dNTP (deoxyribonucleoside 5’- triophosphates — dATP, dCTP, dGITHR)
(Amershan Biosciences, Pisctaway, NJ, EUA), .5de Tag DNA polimerase (Invitrogen
Life Technologies, Brasil), 0,pL de cada oligonucleotideo (Integrated DNA Technologies),
5 uL de amostra de DNA genbmico e agua ultrapura (Invitrogen laéhiologies, Carlsbad,
CA, EUA) para totalizar o volume final de 3. Os fragmentos foram amplificados em

termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.). Na segunda etapaCd gBe ocorre apés a
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primeira, 0s oligonucleotideos iniciadores amplificam um fragmdatd00 pb dentro da
sequéncia do fragmento amplificado na primeira etapa. Para twéifitmu-se como amostra
de DNA 1uL do produto obtido na primeira etapa. A mistura de amplificacaacerabcoes
de ciclagem foram semelhantes a da primeira etapa da nRERo @ela substituicdo dos
oligonucleotideos iniciadores externos pelos internos.

Para controle positivo foi utilizado o DNA extraido de tecido paedo de
amostra de paciente com diagndstico histopatolégico de Linfontdodgkin. O controle
negativo foi composto pela mistura de amplificacdo com substituic@mastra de DNA por
agua ultrapura, em mesmo volume.

Os produtos da nPCR foram submetidos a eletroforese em gel deilpoliga a
8%, durante 2 horas, sob voltagem constante de 100 volts. A evidenciagéandas foi

realizada por coloragdo com de nitrato de prata.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programdfO versado 3.5.1. Para
avaliacdo das possiveis associacdes entre a presenca do EBVaedaaeis localizacdo
anatdmica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, estadiamento clinaaacgo histoldgica e
metastase cervical foi aplicado o teste Qui-quadoadteste exato de Fisher, com nivel de
significancia de 5%. A comparacédo das curvas de probabilidade adandel@obrevida, com
a presenca ou auséncia do EBV pelo método de Kaplan-Meier, faadsatom a aplicacédo
do teste Log-Rank, com nivel de significancia de 5%.
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5 Resultados

Cinquenta e sete casos de carcinoma espinocelular de assoalholibgoal,e
orofaringe foram analizados. As amostras de DNA extraido contiehé&re 150 e 300 ng/pL
e foram testadas para a amplificacdo de parte do gene dbbei@dumanaRigura 1). As
amostras foram submetidas a deteccdo do EBV, como pode ser dbsgaveialmente na
Figura 2, sendo verificada positividade em 9,75% (5 em 57). No grupo controle foram
analisadas 19 amostras de mucosa oral sem carcinoma espinemidiarque todas foram
positivas para o gene da betaglobina humana. A positividade para o E@/156i8% (3 em
19), como pode ser observado parcialmentéigara 3.

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo cantrgjeupo de
CEC de assoalho bucal ou de lingua. N&o foi possivel comparar o grupo controle com a regia
de orofaringe, pois nenhum caso foi positivo no griijpbela 1.

A correlacdo entre a presenca do EBV e as variaveis estufladaizacao
anatdbmica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, estadiamento cliniatacgea histoldgica,
metastase cervical e sobrevida) € mostraddateela 2 Nao foi observada significancia
estatistica entre as variaveis. Todos os tumores EBV positivoei@orem pacientes do
sexo masculino e tabagistas.

O teste Log-Rank, que compara as curvas de probabilidade acurdeladbrevida
com a presenca ou auséncia do EB\Vg(ra 4), também ndo apresentou significancia

estatistica (p = 0,7).
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6 Discusséao

Dentre os virus oncogénicos, o EBV tem sido estudado para sua podainéd re
com a carcinogénese oral [14, 25-28, 31-32]. Para &ahd9] e Cruzet al. [16] a presenca
do EBV pode refletir o estado de imunossupressédo associado a condigksina. Cruzt
al. [4] sugerem a participacdo sinérgica de virus oncogénicos navdesmento do cancer
de boca nos casos em que os fatores de risco nao estéo presentes.

Estudos sobre a correlacdo entre o EBV e o cancer de bocamimdgtcrepancia na
presenca do virus, como pode ser observadQuaxro 1. A variacdo da taxa de deteccéo
ocorre por varios motivos, dentre eles principalmente o método de atetetifzado e a
localizacdo geogréfica do estudo, uma vez que a infec¢do pelov&BVentre as distintas
regides do mundo. Kist al. [8] encontraram 73,8% de positividade para EBV na Hungria
utilizando amostras de tecido fresco, o que pode aumentar os indicéscgéalaiferente do
presente estudo, no qual foram utilizadas pecas parafinizadas.

A nPCR, utilizada neste estudo, ndo indica a localizacdo exataudonei interior
tecido, portanto a presenca do EBV no infiltrado inflamatério ndo padexstuida. O
método foi escolhido por ser muito sensivel e permitir a utdizade tecido incluido em
parafina [9], que durante o processo de extracdo de DNA sofreddegoade parte do
material genético. A vantagem do método € que o tecido pardfinessibilita estudos
retrospectivos de longo periodo. No entanto, € muito provavel que a résnca aplicada
em tecido fresco aumentasse os indices de deteccao do virus. Bdadmto processo de
incluséo do tecido em parafina reduz a contaminagéo da amostray@f{ZzHlo que permite
descartar a presenca do virus fora do tecido analisado.

Uma vez que o EBV é frequente na populacdo mundial, foi utilizado upo gr
controle sem carcinoma para comparar as taxas de deteccaseAgarelo EBV em mucosa
clinicamente saudavel encontrada foi de 15,8%. $aald [9] encontraram o virus em 7,3%
das amostras, utilizando pecas parafinizadas e nPCR, metodolog@ghase aquela
empregada no presente estudo. D’Castal. [31] encontraram 4% de positividade em
mucosa clinicamente saudavel. Ceatial. [4] ndo encontraram DNA de EBV em mucosa oral
clinicamente saudavel. Os autores utilizaram a PCR simplegogigeter limitado a deteccao
viral. Para Sandt al. [9] o EBV é mais prevalente em les6es orais, como CEC, quando

comparado com mucosa oral saudavel, o que diferiu do observado na presensa,pgseui
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nao apresentou diferenca estatistica entre os grupos com erseronca. A variacdo nos
resultados pode ser explicada pela localizacao geografica das pesquisas [11

N&o houve diferenca estatistica entre a presenca do EBV €liadg@a anatdbmica
das lesdes, resultado que corrobora com o estudo deeSahd9]. Também ndo houve
diferenca entre cada localizacdo com o grupo controle. Ndo foi poagpiiear testes na
regido de orofaringe pela auséncia de positividade para EBYesar de ndo haver
significancia estatistica, o maior numero de amostras EBWiyass encontradas neste
trabalho foi em lingua, dados semelhantes aos de Gonzalez4lale§32]. A leucoplasia
pilosa € uma lesdo localizada em borda de lingua, causada pelo EB®¢goeada a
imunossupressao. A maior presenca do virus nesta localizacdo podefleen da
imunossupressao encontrada nos pacientes com céancer. Estudo realizagoepat. K8]
revelou que a prevaléncia do virus no CEC oral é semelhante atradeoem mucosa
clinicamente saudavel dos mesmo pacientes, fato que indica agaréeevirus relacionada a
imunossupressao. A imunossupressado dos pacientes com CEC tambélevaoademaior
eliminacdo do EBV na orofaringe e assim o virus seria mag#ado nesta regido [16], fato
nao comprovado neste estudo.

Todos os pacientes positivos para EBV eram do sexo masculino, no en&mto,
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupasirfene masculino, fato
atribuido ao numero reduzido de mulheres na amostra, uma vez que Higgingl1l]
encontraram maior soroprevaléncia do EBV no sexo feminino.

De acordo com o presente estudo, Sendl. [9] e van Heerderet al. [33], a
prevaléncia do EBV no cancer de boca nao é influenciada pela idam pacientes jovens,
abaixo de 45 anos de idade, o CEC oral parece ser mais agressivo e evidénciaspaparaam
auséncia de fatores de risco como o fumo e alcool [34]. Nemtes € possivel que virus
como o EBV participe da oncogénese.

N&o foi encontrada correlacdo entre o cancer de boca e a preker€BY,
tabagismo e etilismo, concordando com estudos prévios [4, 9, 31, 35-36]. Entnetanto,
presente estudo, todos os pacientes EBV positivo eram tabagistas.aCamostra de nao
tabagistas foi reduzida, ndo foi possivel descartar que o EBV ssgtivelacionado com
tumores neste grupo. E possivel que o EBV possa atuar principalmend® aqsafatores de
risco, como tabaco e alcool, ndo estejam presentes.

Em relacdo ao estadiamento clinico, gradacdo histologica estasetacervical,
também nado houve diferenca estatisticamente significante entasos EBV positivos e

negativos. Sand al. [9] e Tsuhakeet al. [35] ndo encontraram correlagao entre a presenca de
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EBV e o grau de diferenciacdo do tumor. Os resultados conflaemGonzalez-Molest al.
[32] que relataram associacéo entre o EBV e CEC pouco ou moderddatiferenciado e
com Maedaet al. [37] que associaram o EBV ao CEC pouco diferenciado, enquanto que
Kobayashiet al. [22] sugeriram que pode haver relacdo entre EBV e CEC benemiifado.
Como os diversos trabalhos apresentam resultados conflitantes,welgageir uma analogia
em relacdo ao carcinoma nasofaringeo, que esta relacionado a® [B¥ui comportamento
altamente agressivo, com infiltracdo local extensa, disse&unkgfatica e hematogénica
[38]. Partindo deste principio, é possivel que o virus contribua paca agaessividade do
tumor também no cancer de boca.

N&o houve correlacdo entre a sobrevida e a presenca do virus miepessedo,
bem como nos estudos de Gonzales-Meted. [26]. Kobayashiet al. [22] sugeriram um
bom progndéstico nos casos de CEC EBV positivos. Segundo Maald437] a presenca do
EBV néo parece estar relacionada com a progressao, raetéastaesposta do carcinoma
espinocelular oral ao tratamento. Para Maedal. [37], maiores amostras poderiam
apresentar diferencas nos resultados, pois eles encontraram t@niikva na correlacao
entre infeccdo por EBV e prognéstico.
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7 Concluséo

Apesar da auséncia de significancia estatistica, houve praimléncia de EBV em
pacientes tabagistas, etilistas, do sexo masculino com gradacao histomléderadamente ou
pouco diferenciado.

N&o houve correlagdo estatistica entre a presenca do virasatizalcdo primaria do
carcinoma espinocelular oral, estadiamento clinico e metastaseatervi

A baixa prevaléncia do EBV e a auséncia de diferenca estatiginte significante
entre 0s grupos com e sem carcinoma espinocelular oral sugerenvigue néo participa do

desenvolvimento de carcinoma espinocelular oral na regido de Aracatuba asiP, Br
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PM 1 2 3 4 5 6 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 CP NO

Figura 1 — Fotografia do gel de agarose 3% mostrando resultado daieagdld 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 extraicdamigue humano);
NO = controle negativo (sem DNA).

PM CP A23 A24 A25 A27 A29 A30 A32 A33 A34 A35 01 02 03 04 06 08 010 NO
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Figura 2 - Fotografia do gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado daferagdio do
EBV (100 pb) por nPCR de amostras de carcinoma espinocelulgaommastras A32 e A34
positivas).

PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraido de linfoma de
Hodgkin); NO = controle negativo (sem DNA)

PM CP 1A 2A 3A 4A 5B 7B 8B 9A 10A 11B 12A 13A 14B 15A 17A 18A 19A NO

Figura 3 — Fotografia do gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado dafiaag@o do
EBV (100 pb) por nPCR de amostras de mucosa oral clinicamente sh(atdostras 10A e
13A positivas).

PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraido 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 presenca ou ndo do EBV, pelo método de Kaplan-Meier (p = 0,7).



Quadro 1 —Deteccao de EBV em CEC oral.
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Autores Pais métodos EBYV positivo
Maoet al., 1993 Inglaterra PCR 35%
D'Costaet al., 1998 india PCR, Southern blo 550,
hybridization
Gonzalez-Molest al., 0
1998 Espanha PCR 17,59%
Maedaet al., 1998 Japao PCR 64,4%
. ~ Southern blot, 0
Kobayashiet al., 1999 Japao hydridization 15,2%
Sandet al., 2002 Suécia nPCR 37,9%
Gonzalez-Molest al.,
2002 Espanha PCR 19,2%
Baganet al., 2008 Espanha e Inglaterra nPCR 40%
Kis et al.,2009 Hungria PCR 73,8%
Arédeet al., 2010 Brasil nPCR 9,75%
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Tabela 1 —-Comparacgéao entre a presenca de EBV nas trés diferentes regitaedasvalno
grupo controle.

Localizacéo pacientes EBV + (%) EBV - (%) p*
assoalho bucal 20 2 (10,0) 18 (90,0) 0,95
controle 19 3(15,8) 16 (84,2)
lingua 25 3(12,0) 22 (88,0) 0,94
controle 19 3 (15,8) 16 (84,2)
orofaringe 12 0 12 (100,0) h
controle 19 3 (15,8) 16 (84,2)

*Teste de propor¢cdo com Qui-quadrado
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Tabela 2- Correlacdo da presenca do EBV com as variaveis cliniotégatas e fatores de
risco dos pacientes com carcinoma espinocelular oral.

Variaveis pacientes EBV + EBV — p*
(n=57) (n=5) (n=52)
localizagéo 0,47
assoalho bucal 20 2 18
lingua 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
nao tabagista 3 0 3
etilismo 0,64
etilista 43 4 39
abstémio 14 1 13
estadiamento clinico 0,32
lell 23 3 20
elv 34 2 32
gradacdo histologica 0,38
in situ e bem diferenciado 5 1 4
moderadamente e pouco diferenciado 52 48
metastase cervical 0,32
negativo 27 3 24
positivo 14 2 12
nao realizado 16 0 16

*teste exato de Fisher ou Qui-quadrado
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Anexo C —Ficha clinica individual.

Pesquisa:Deteccao do virus Epstein-Barr em carcinoma esplatar oral e mucosa oral na regido de
Aracatuba — SP, Brasil

mestranda: Livia Trevelin Aréde

Nome do paciente:

Namero do caso:

Ndmero do prontudrio:

1. Sexo: (M) masculino (F) feminino
2. ldade do diagnéstico
1) <45 anos
2) Entre 45 e 65 anos
3) >65anos
3. Tabagista (+) sim (-) ndo
4. Etilista (+) sim (-) ndo
5. Estadiamento clinico
1) lell
2) llelv
6. Gradacao histolégica
1) Carcinoman situ e bem diferenciado
2) Carcinoma moderadamente e pouco diferenciado
7. Metastase cervical
(-) negativo
(+) positivo
N&o realizado
8. Condicgéo final
0) Vivo e morte ndo cancer

1) Morte por cancer



Anexo D —Informacdes sobre os casos estudados.

localizagéo idade do estadiamento| gradag&o | esvaziamentg EBV ultimo | estado
_ ) . nto
admissdo | sexq diagnéstico tabagista | etilista clinico histolégica cervical contato | atual
assoalho + + - ~ | 2/9/1993 1
bucal 28/05/1991] M 59 2 1
Ih + - = |20111097 1
assoamo | n507/1995 M 63 + 2 1
bucal
+ + - -
assoalho 30/4/2004 1
bucal 26/02/1996 M 74 2 1
+ + - -
assoalho 20/9/1999 0
bucal 25/11/1996 M 64 1 1
+ + - -
assoalho 12/1/2003 1
bucal 04/03/1997] M 63 1 1
Ih + = | 15601999 1
ass0alo | 55/06/1998 M 56 - 2 1 +
bucal
assoalho + - ~ | 12/10/2008 1
bucal 26/04/1999 M 58 1 1
Ih + - = | 22;22010| ©
assoamo | 94/03/2000 M 42 + 1 1
bucal
Ih + - = | 26/412003| 1
ass0ato | 51/06/2001 M 77 2 1 ndio realizadg
bucal
Ih + - = | 312/2003] 1
assoamo | 50812001 M 57 1 2 +
bucal
+ + -
assoalho - 10/3/2010 0
bucal 30/04/20020 M 61 2 1
+ + -
assoalho | 4 41062002 M 65 2 1 ndo realizadd 8/72002 | 1
bucal
+ + -
assoalho 24162002 M 55 1 1 - 10/3/2008 1
bucal
+ + -
assoalho | g/15007| M 47 1 1 néo realizadd 1073120101 0
bucal
+ + -
assoalho - 25/10/20058 O
bucal 24/6/2003 M 47 1 1
+ + -
assoalho - 21/7/2007 1
bucal 10/05/2004 M 61 1 1
+ + - +
assoalho 18/10/2004 M 61 2 1 27/7/12009 0
bucal
assoalho + - - ~ | 9/3/12010 0
bucal 18/10/2004 F 77 1 1
+ - - +
assoalho 05/10/2008 M 45 1 1 26/6/2007 1

bucal




14/12/2009

assoalho | 5555005 53

bucal

lingua 4/3/1993 63 - 24/6/2008

lingua 30/8/1993 68 nao realizadg 271411994

lingua | 20/12/199 64 + 15/10/2000

lingua | 7/12/1993 57 - 10/3/2010

lingua 20/6/1994 59 nao realizadg 14/4/1995

lingua 11/8/1994 42 nao realizadg 61411996

lingua | 20/3/1995 65 22/2/2010
+ 29/4/2007

lingua 10/5/1995] 48

lingua 12/2/1996| 43 nao realizaddg 21/3/1996
+ 24/4/1997

lingua 13/5/1996 43
+ 25/3/1997

lingua 27/5/1996| 34

lingua 9/9/1996 46 26/2/2006
+ 15/6/2001

lingua 19/8/1996| 56

lingua 25/11/199¢ 44 nao realizaddg 26/1/1997

lingua 21/7/1997 31 néo realizadag 27/10/1997|
+ 27/7/2009

lingua 2/3/1998 35

lingua 28/11/199 63 nao realizaddg 25/7/1999

lingua 23/11/199 66 nao realizadg 21/4/2000
+ 9/12/2000

lingua 24/5/1999 82

lingua 11/11/199 63 10/1/2010
- 27/9/1

lingua 5/12/1994 71 /9/1999




27/5/1997

lingua 7/5/1991 M 43
+ 22/1/2009
lingua 15/12/1992 M 62
+ 22/5/1997
lingua 4/3/1996 M 54
- 18/1/201
lingua 12/2/1996/ M 47 8/1/2010
orofaringe | 17/8/1993 M 44 25/12/1998
orofaringe | 13/12/1998 M 57 11/5/1996
a li 22/6/1994
orofaringe | 25/5/1994 M 71 ndo realizadg /61199
orofaringe | 8/8/1994 M 53 nao realizadg 4/10/1994
orofaringe | 19/6/1995 M 42 271711996
orofaringe | 11/9/199§ M 84 ndo realizadg 71211997
orofaringe | 2/3/1998 M 57 ndo realizadag 15/11/2003
+ 22/11/1998
orofaringe | 5/1/1998 M a7
orofaringe | 14/52001 M 75 ndo realizadg 13/3/2002
orofaringe | 4/11/1993 M 54 1/10/2005
+ 22/6/2000
orofaringe | 17/3/1999 M 42
. + 9/11/2009
orofaringe | 15/7/2003 M 59




Anexo E —Programacéo de ciclos do termociclador para a nPCR, primeigaueda etapa da
NnPCR para o EBV.

Etapa temperatura tempo ciclos
desnaturacao inicial 94°C 2 minutos 1
desnaturacao 94°C 30 segundos
anelamento 55°C 30 segundos
extensao 72°C 30 segundos 35
extenséo final 72°C 5 minutos 1




Anexo F — Anadlise estatisticdp*) entre a presenca do EBV e as varidveis para cada
localizagéo anatdémica do CEC.

variaveis assoalho bucal lingua orofaringe
Sexo 0,9 0,5783 -
estadiamento clinico 0,7105 0,3457 0,4222
tabagismo - 0,6696 -
etilismo 0,5895 0,4957 0,6104
gradacéo histologica 0,3684 - -
metastase cervical 0,6905 0,371 -

*Teste exato de Fisher



Anexo G —Regido BamHIW do EBV e fragmento amplificado pelos oligonucleosidea
nPCR.

GGATCCCCCCACCGGCCCTTCTCTCTGTCCCCCTGCTCCTCTCCAACCTTCGCTCCACCCTAGACCCCAGCTTCTGGCCTC
CCCGGGTCCACCAGGCCAGCCGGAGGGACCCCGGCAGCCCGGGCGAGTCGCCTTCCCTCTCCCCTGGCCTCTCCTTCCC
GCCTCCCACCCGAGCCCCCTCAGCTTGCCTCCCCACCGGGTCCATCAGGCCGGCCGGAGGGACCCCGGCGGCCCGGTG
TCAGTCCCCCCTGCAGCCGCCCAGTCTCTGCCTCCAGGCAAGGGCGCCAGCTTTTCTCCCCCCAGCCTGAGGCCCAGGC
TCCTGTGCACTGTCTGTAAAGTCCAGCCTCCCACGCCCGTCCACGGCTCCCGGGCCCAGCCCCGTCCACCCCTCCCCACG
GTGGACAGGCCCTCTGTCCACCCGGGCCATCCCCGCCCCCCTGTGTCCACCCCAGTCCCGTCCAGGGGGGACTTTATGT
GACCCTTGGGCCTGGCTCCCCATAGACTCCCATGTAAGCCTGCCTCGAGTAGGTGCCTCCAGAGCCCCTTTTGCCCCCCT
GGCGGCCCAGCCCGACCCCCGGGCGCCCCCAAACTTTGTCCAGATGTCCAGGGGTCCCCGAGGGCGAGGCCCAGCCCeCC
CTCCCGCCCCTGTCCACTGCCCCGGTCCCCCCAGAAGCCCCCAAAAGTAGAGGCTCAGGCCATGCGCGCCCTGTCACCA
GGCCTGCCAAAGAGCCAGATCTAAGGCCAGGAGAGGCAGCCCCAAAGCGGGTGCAGTAACAGGTAATCTCTGGTAGTGAT
TTGGACCCGAAATCTGACACTTTAGAGCTCTGGAGGACTTTAAAACTCTAAAAATCAAAACTTTAGAGGCGAATGGGCGCCA
TTTTGTCCCCACGCGCGCATAATGGCGGACCTAGGCCTAAAACCCCCAGGAAGCGGGTCTATGGTTGGCTGCGCTGCTGC
TATCTTTAGAGGGGAAAAGAGGAATAAGCCCCCAGACAGGGGAGTGGGCTTGTTTGTGACTTCACCAAAGGTCAGGGCCC
AAGGGGGTTCGCGTTGCTAGGCCACCTTCTCAGTCCAGCGCGTTTACGTAAGCCAGACAGCAGCCAATTGTCAGTTCTAG
GGAGGGGGACCACTGCCCCTGGTATAAAGTGGTCCTGCAGCTATTTCTGGTCGCATCAGAGCGCCAGGAGTCCACACAAA
TGTAAGAGGGGGTCTTCTACCTCTCCCTAGCCCTCCGCCCCCTCCAAGGACTCGGGCCCAGTTTCTAACTTTTTCCCCTTC
CCTCCCTCGTCTTGCCCTGCGCCCGGGGCCACCTTCATCACCGTCGCTGACTCCGCCATCCAAGCCTAGGG
GGACCAGCCCGGCCCGGGCCCCCCGGTATCGG TTTTTCTGCTAA
GCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACACTACACACACCC GG
GGTCGCCCAGTCCTACCAGAGGGGGCCAAGAACCCAGACGAGTCCGTAGAAGGGTCCTCGTCCAGCAAGAAGAG
GAGGTGGTAAGCGGTTCACCTTCAGGGGTAAGTAACCTGACCTCTCCAGGGCTCACATAAAGGGAGGCTTAGTATACATGC
TTCTTGCTTTTCACAGGAACCTGGGGGCTAGTCTGGGTGGGATTAGGCTGCCTCAAGTTGCATCAGCCAGGGCTTCATGCC
CTCCTCAGTTCCCTAGTCCCCGGGCTTCAGGCCCCCTCCGTCCCCGTCCTCCAGAGACCCGGGCTTCAGGCCCTGCCTCT
CCTGTTACCCTTTTAGAACCACAGCCTGGACACATGTGCCAGACGCCTGGGCCTCTAAGGCCCTCGGGTCCCCCTGGACC
CCGGCCTCAGCAACCCTGCTGCTCCCATCCTGCCACCCCAGCCTCCCCCCCTCCCCGTCCCCCTTCGCTCCTGATCCTCC
CCCGGTCCCCAGTAGGGCCGCCTGCCCCCCTGCACCCAGTACCTGCCCCTCTTGGCCACGCACCCCGGGCCAGGCCACC
TTAGACCCGGCCAAGCCCCATCCCTGAAGACCCAGCGGCCATTCTCTCTGGTAACGAGCAGAGAAGAAGTAGAGGCCCGC
GGCCATTGGGCCCAGATTGAGAGACCAGTCCAGGGGCCCGAGGTTGGAGCCAGCGGGCACCCGAGGTCCCAGCACCCG
GTCCCTCCGGGGGGCAGAGACAGGCAGGGGCCCCCCGGCAGCTGGCCCCGAGGAGGCGCCCGGAGTGGGGLLGGTCG
GCTGGGCTGGCCGAGCCCGGGTCTGGGAGGTCTGGGGTGGCGAGCCTGCTGTCTCAGGAGGGGCCTGGCTCCGCCGG
GTGGCCCTGGGGTACGTCTGGGAGGCAGAGGGTCGGCCTAGGCCCGGGGAAGTGGAGGGGGATCGCCCGGGTCTCTGT
TGGCAGAGTCCGGGCGATCCTCTGAGACCCTCCGGGCCCGGACGGCCGCCCTCAGCCCCCCAGACAGACCCCAGGGTC
TCCAGGCAGGGTCCGGCATCTCCAGGGGCAGCAGGCTCACCACCACAGGCCCCCCAGACCCGGGTCTCGGCCAGCCGA
GCCGACCGGCCCCGCGCCGGGCGCCTCCTCGGGGCCAGCCGCCGGGGTTGGTTCTGCCCCTCTCTCTGTCCTTCAGAG
GAACCAGGGACCTCGGGCACCCCAGAGCCCCTCGGGCCCGCCTCCAGGCGCCCTCCTGGTCTCCGCTCCCCTCTTAGCC
CCGTTAAACCCAAAGAATGTCTGAGGGGAGCCACCCTCGGGGCCCAGGCCCCAGAGTCCAGAGGTCAGGGGCACCTCAG
GGTGCCTCCCCGGGTCCCAGGCCAGCCGGAGGGACCCCGGCAGCCCGGGCGGCCCCAGAGGCCGGTTCCTCGCCCCTT
CCCCGGGCTTCAGAGCCCAGGATGTCCCCCAGAAGGGACCCTAGGCGTCCCCTCTCCTCCCCTCCAGGCTCGAGCCTCT
CCCTCGCGGAGAGGGGCCTCTTTGGGCCCTCACGTCCAGCCCCACCGAGACCCGAGTGGCCC



Oligonucleotideos externos
GGACCAGCCCGGCCCGGGCCCCCCGGTATCGGGCCAGAGGTA

AGTGGACTTTAATTTTTTCTGCTAAGCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACACTACACACAC
CCACCCGTCTCAGGGTCCCCTCGG

Oligonucleotideos internos
TTTTTCTGCTAAGCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACA

CTACACACACCC
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