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CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE OROFARINGE EM PACIENTES DO
INCA: CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS, CLINICO-PATOLOGICAS E
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Luisa Aguirre Buexm

O céancer da orofaringe tem incidéncia crescente em varios continentes. O carcinoma de
células escamosas de orofaringe (CCEOQ) é responsavel por 90-95% deste tumor. Além do
consumo de tabaco e alcool, alguns tipos de Papilomavirus Humano (HPV) foram
associados ao CCEO e, nesses casos, estdo relacionados a apresentacdo clinica e
comportamento biologico distintos. Recentemente, varios estudos utilizaram abordagens
gene-especifico e genoma de varredura para examinar alteragfes epigenéticas, como a
metilagdo do DNA em CCEO, demonstrando a hipermetilacdo do promotor em CCEO HPV
positivo. Portanto, este estudo tem como objetivo estabelecer o perfil dos pacientes com
carcinoma de células escamosas de orofaringe, diagnosticados no INCA de 1999 a 2010,
guanto as caracteristicas sociodemograéficas, clinico-patoldgicas e moleculares. Para isso,
foram coletados registros de 346 pacientes, imunoexpresséo da proteina p16, PCRq para
HPV16 E6 e metilacdo de LINE-1, HLTF-AS1, FAM217B e B3GALT6 foram realizadas,
avaliadas e submetidas a analises bivariada e de sobrevida. Homens brancos, com idade
entre 41-60 anos, etilistas e tabagistas foram os mais afetados. Predominaram tumores
moderadamente diferenciados, em estadiamento clinico IV e tratados com radioterapia. 84
casos de progressao da doenca e 106 casos de recidiva foram identificados. 271 pacientes
vieram a obito, destes 256 tiveram sua morte confirmada por cancer. Os casos negativos
para a imuno-expressdo de pl6 (90,8%) e para PCRqg do E6 HPV16 (88,1%) foram
predominantes. Em relacdo ao status de HPV, apenas 21 casos (6,1%) foram classificados
como HPV positivos. Os niveis de metilacdo da LINE-1 e dos genes da assinatura
epigenética (HLTF-AS1, FAM217B e B3GALT6) foram em grande parte heterogéneos. Os
casos HPV positivos apresentam-se hipermetilados para LINE-1 e hipometilados para
HLTF-AS1, FAM217B e B3GALT6. Foram observadas associagfes entre estadiamento
clinico avancado e tabagismo (p=0,013), intencdo de tratamento paliativo (p<0,0001),
recidiva (p=0,008) e ébito (p=0,001). Houve associacao entre o status de HPV com o pefrfil
de metilacdo de LINE-1 (p<0,0001) e com a assinatura epigenética do HPV (p<0,0001). A
sobrevida global média (SG) foi de 20,79 meses. Tiveram uma SG menor os pacientes
etilistas (p=0,017) e com tumores bem diferenciados (p=0,012). Ja a sobrevida livre de
doenca (SLD) média foi de 17,60 meses. O grupo de pacientes tabagistas (p=0,038), que
ndo realizaram terapia adjuvante (p=0,005) e com assinatura epigenética positiva para
HPV (p=0,041) apresentou SLD menor. Em relacdo a sobrevida especifica por cancer
(SEC) a média foi de 20,61 meses. Os pacientes submetidos a tratamento com intencao
paliativa (p<0,0001) e em estadiamento clinico avancado (p<0,0001) apresentaram uma
menor SEC. O perfil de pacientes com CCEO analisados néo difere da literatura para
paises em desenvolvimento. Status HPV negativo predominou, caracterizando que a
carcinogénese do CCEO no INCA esta associada aos fatores de risco classicos. Habitos,
tratamento e estadiamento sdo fatores progndsticos importantes nesta populagéo,
mostrando a agressividade do CCEO.
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Oropharyngeal cancer has increasing incidence in several continents. Oropharyngeal
squamous cell carcinoma (OSCC) accounts for 90-95% of this tumor. In addition to the
consumption of tobacco and alcohol, some Human Papillomavirus (HPV) types have been
associated with OSCC and in these cases, are related to distinct clinical presentation and
biological behavior. Recently, several studies have used gene-specific and genome-wide
approaches to examine epigenetic changes such as DNA methylation in OSCC,
Demonstrating promoter hypermethylation in HPV-positive OSCC. Therefore, this study
aims to establish the profile of patients with OSCC diagnosed at INCA from 1999 to 2010
regarding socio-demographic, clinical-pathological and molecular characteristics. For this,
records from 346 patients were collected, immunoexpression of pl6 protein, gPCR for
HPV16 E6 and LINE-1 methylation were performed, evaluated and submitted to bivariate
and survival analysis. White males, aged between 41-60 years, alcohol-drinkers and
smokers were most affected. Predominated moderately-differentiated tumors, clinical stage
IV and treated with radiotherapy. 84 were identified cases of disease progression and 106
cases of recurrence. 271 came to death, of these 256 patients had confirmed death from
cancer. Negative cases were predominant for p16 immunoexpression (90.8%) and for E6
HPV16 gPCR (88.1%). Regarding HPV status, only 21 cases (6.1%) were classified as
HPV positive. The methylation levels of LINE-1 and epigenetic signature genes (HLTF-
AS1, FAM217B and B3GALT6) were largely heterogeneous. HPV-positive cases are
hypermethylated to LINE-1 and hypomethylated to HLTF-AS1, FAM217B and B3GALT6.
Associations between advanced clinical staging and smoking (p=0.013), intention to
treatment palliative (p<0.0001), recurrence (p=0.008) and death (p=0.001) were observed.
There was an association between the HPV status with the methylation profile of LINE-1
(p<0.0001) and the epigenetic signature of HPV (p<0.0001). Mean overall survival (OS)
was 20.79 months. There were lower SG patients with alcohol-drinkers (p=0.017) and with
well-differentiated tumors (p=0.012). Mean disease-free survival (DFS) was 17.60 months.
The group of smokers (p=0.038), who didn’t undergo adjuvant treatment (p=0.005) and with
an epigenetic signature positive for HPV (p=0.041) presented lower DFS. In relation to
cancer-specific survival (CSS) the mean was 20.61 months. Patients submitted to
treatment with palliative intent (p<0.0001) and in advanced clinical stage (p<0.0001)
presented a lower CSS. The profile of OSCC patients analyzed doesn’t differ from the
literature for developing countries. Negative-HPV status predominated, characterizing that
the carcinogenicity of OSCC in INCA is associated with classic risk factors. Habits,
treatment and staging are important prognostic factors in this population, showing the
aggressiveness of OSCC.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABECA E PESCOCO

O cancer de cabeca e pescoco, que inclui tumores que surgem da
cavidade oral, orofaringe, laringe, hipofaringe e trato nasossinusal, representa
um grave problema de satude em muitas partes do mundo e se classifica como
0 sexto cancer mais frequente em todo o mundo (FERLAY et al., 2015). Estéao
ligadas por caracteristicas comuns, incluindo uma predominancia masculina,
entre a 5 e 62 década de vida, com uma forte ligacdo etiol6gica com consumo
prévio de tabaco ou uso de alcool (STURGIS & ANG, 2011) e uma semelhanga
histopatoldgica (EL-NAGGAR et al., 2017). Aproximadamente 90% dos casos
sdo histopatologicamente carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco (CCECP).

Dos casos de CCECP, 30% sao representados pelo carcinoma de
células escamosas de orofaringe (CCEO). A orofaringe € a porcdo de
continuidade da faringe que se prolonga do plano da superficie superior do
palato mole até a superficie superior do 0osso hidide (ou valécula). Contempla a
base da lingua, incluindo a amigdala lingual; a superficie inferior (anterior) do
palato mole e a uUvula; os pilares amigdalianos anterior e posterior com as
amigdalas palatinas; o sulco glossotonsilar; e as paredes laterais e posteriores
da faringe (ELREFAEY et al., 2014) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: A Anatomia da faringe. As trés partes da faringe sado nasofaringe,
orofaringe e hipofaringe. B Sitios da orofaringe. A orofaringe inclui o palato
mole, a parede lateral e posterior da orofaringe, as amigdalas e o terco
posterior e base de lingua. Adaptado de https://www.cancer.gov/.

A estimativa anual mundial do cancer de orofaringe, incluido com outras
faringes, € de aproximadamente 142.387 casos incidentes e 96.105 mortes
(FERLAY et al., 2015) e o CCEO representa aproximadamente 123.000 casos

incidentes diagnosticados mundialmente a cada ano (PAKIN et al., 2005).

No Brasil, o Instituto Nacional de Céancer estimou, para o ano de 2018,
14.700 novos casos diagnosticados de cancer de boca e orofaringe (11.200 em
homens e 3.500 em mulheres). Esses valores correspondem a um risco
estimado de 10,86 casos novos a cada 100 mil homens e 3,28 a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2018).

O consumo moderado e intenso de alcool e tabaco representam os
principais fatores de risco para o desenvolvimento do CCECP e podem atuar
de forma sinérgica aumentando o risco dessa malignidade (WRIGHT &
MORGAN, 2013). Nos ultimos anos, a incidéncia da CCECP tem diminuido nos
paises desenvolvidos devido a reducdo da exposicdo ao tabaco. No entanto,
h&d um aumento concomitante na incidéncia de CCEO como resultado da
infeccdo por tipos de alto risco do papiloma virus humano (HPV) (HUBER &
TANTIWONGKOSI, 2014; CASTELLSAGUE et al., 2016).



O CCEO associado ao HPV de alto risco € uma forma epidemioldgica e
clinico-patoldgica diferente de CCECP (EL-NAGGAR et al., 2017). Embora
praticamente todos os céanceres do colo uterino sejam induzidos pelo HPV, o
CCEO possui duas etiologias distintas: consumo de tabaco e alcool ou infeccdo
por HPV, o que pode coexistir (MAXWELL et al., 2010). Além de afetar
predominantemente homens jovens e tipicamente ndo fumantes (ELREFAEY et
al., 2014), o HPV de alto risco esta presente em 45-90% dos CCEO, mas este
percentual pode variar drasticamente de acordo com a localizacdo geografica
(FURLAN et al., 2017; LUPATO et al., 2017).

1.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO

Atualmente, estima-se que 50% dos individuos no mundo ou 450
milhdes de pessoas sejam infectados na regido anogenital pelo HPV, tornando
assim a IST (infeccdo sexualmente transmissivel) mais comum (CAVENAGHI
et al., 2013). O HPV tem sido detectado em varias lesbes de pele e mucosa,
sendo mais conhecido por seu papel no desenvolvimento dos canceres da
regido anogenital (especialmente o de colo de utero, mas também de anus,
vulva, vagina e pénis). Além disso, ao longo da ultima década, uma forte
ligacéo entre HPV e CCEO foi estabelecida (EL-NAGGAR et al., 2017). Mais de
150 subtipos diferentes de HPV foram identificados, e vém sendo associados a
lesbes malignas e, principalmente, benignas de mucosa e pele (CASTRO et al.,
2009). Pelo menos os seguintes 25 tipos tém sido detectados em lesGes de
boca e orofaringe: 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 31, 32, 33, 35, 40, 45, 52,
55, 57, 58, 59, 69, 72, 73 (NEVILLE et al.,, 2016). Exemplos de lesbes
relacionadas ao HPV e seus correspondentes tipos virais estao listados na
tabela a seguir (Tabela 1.1). Os tipos de HPV de alto risco sdo associados a
displasia e ao carcinoma de células escamosas. Em especial, a deteccédo de
HPV 16 em células epiteliais esta associada a um risco quase quatro vezes
maior de cancer oral e a um aumento de risco superior a 14 vezes de CCEO. O
HPV 16 foi identificado em mais de 90% dos CCEO HPV positivos (EL-
NAGGAR et al., 2017).



Tabela 1.1: Tipos de Papilomavirus Humano por lesédo selecionada.

Sitio de
L Lesé&o Principais tipos de HPV Outros tipos de HPVs relatados
predilecao
Papiloma 6, 11
Papilomatose respiratoria recorrente 6, 11
Papiloma fungiforme nasossinusal 6, 11 16, 57
Mucosa oral ) ) ) )
Papiloma invertido nasossinusal 6, 11 16, 18, 57
/ cabeca e . . o
Hiperplasia epitelial focal 13, 32 1,6, 11, 16, 18,55
pescogo )
Carcinoma de células escamosas de 16 18, 26, 33, 35, 45, 52, 58
orofaringe
Papiloma conjuntival 6, 11, 16
Verruga vulgar 2 1,4,6,7,11, 26, 27, 29, 41, 57, 65, 75-77
bel Verruga plana 3,10 2,5, 26-29, 38, 41, 49, 75, 76
ele
Verruga palmo-plantar 1,4 2,45, 57, 60, 63, 65, 66
Verruga de agougueiro 2,7 1, 3, 4,10, 28
Condiloma acuminado 6, 11 2, 16, 18, 31, 33, 35, 39-45, 51-56, 58, 59,
66, 68, 70
Regido Neoplasia intra-epitelial 6, 11, 16, 18, 31, 33 26, 35, 39, 45, 51-53, 56, 58, 59, 66, 68,
anogenital 70, 73, 82
Carcinoma de células escamosas do 16, 18 6, 11, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
colo de Utero 59, 68

Fonte: Modificada de NEVILLE et al., 2016.

Os virus do papiloma humano pertencem a familia Papillomaviridae
(BIRD et al.,, 2008). Sdo pequenos, medindo aproximadamente 55 nm de
diametro, e infectam o epitélio cutdaneo e/ou oral em varios vertebrados
(PYEON et al., 2009). S&do virus com genoma constituido por acido
desoxirribonucléico (DNA) e apresentam a caracteristica de ndo serem
capazes de codificar as enzimas que sao responsaveis pela prépria replicacéo
(TOVAR et al, 2008). Portanto, eles tém desenvolvido estratégias de
sobrevivéncia que envolvem a desregulacdo do ciclo celular das células do
hospedeiro, resultando no aumento da proliferacdo celular e desenvolvimento
de verrugas genitais ou cancer, e podem afetar varios sitios, principalmente
pele das extremidades, pele e mucosa genital, orofaringe e mucosa oral
(FELLER et al., 2009; BETIOL et al., 2016).

HPV sao virus ndo-envelopados com capsideo icosaédrico que replica
seus genomas dentro do nucleo das células do hospedeiro infectado
(LONGWORTH & LAIMINS, 2004). Possuem um genoma composto de 8.000
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pares de base (Figura 1.2), que € constituido por aproximadamente oito open
reading frames (ORF), possuindo pelo menos seis genes que se expressam
precocemente e dois genes que se expressam tardiamente, sendo
denominados respectivamente de E (Early - Precoce) e L (Late - Tardio)
(MUNOZ et al., 2006; LUBAMBO et al., 2008).

| Controle replicagao viral '

E2

ES A |  Maturagéo do virus

o E 4

L2

E1

L1

E7

/Es

LCR Degradagao de p53

Figura 1.2: Mapa genémico do HPV. Adaptado de MUNOZ et al., 2006.

A regido E, expressa logo apOs a infeccdo, codifica as proteinas
envolvidas na inducéo e regulacdo da sintese de DNA e é formada pelos genes
E1l associado a replicacdo viral, E2 associado a transcricdo e replicacdo, E4
associado a maturacao viral e a alteracdo da matriz intracelular e E5, E6 e E7
envolvidos na transformacédo celular (SOUTO et al., 2005). A regido L,
expressa em estagios posteriores da infeccdo, codifica as proteinas do
capsideo icosaédrico viral e € formada pelos genes L1 e L2 (MANNARINI et al.,
2009) (Tabela 1.2). A proteina L1 é expressa apds a proteina L2 no ciclo de
replicacdo viral e medeia a montagem dos virions (particulas virais completas)
de HPV. A proteina L2 interage com a proteina E2, facilita o transporte da
proteina L1 para o ndcleo e tem um papel no encapsulamento do DNA viral
(FELLER et al., 2009). Entre as regides E e L localiza-se a LCR (long control
region), uma sequéncia entre o fim de L1 e o comeco de E6 que nédo codifica
proteina, mas mantém o controle da transcricdo do virus, importante no

controle da replicagéo viral e transcricdo de genes virais e celulares (SOUZA &
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GONGCALVES, 2009). Nessa regido, existem sequéncias estimuladoras e
repressoras da transcri¢do viral, além da origem de replicacdo (FERRAZ et al.,
2013; BETIOL et al., 2016).

Tabela 1.2: Distribuicdo dos genes do virus do papiloma humano de acordo

com a expressao génica e a funcao.

Expressdo Génica Genes Funcéo

El Replicacao epissomal do virus

Regula negativamente as func¢des das proteinas E6 e E7

E2
Controle da transcricdo e replicacdo
Produz proteina secundaria do capsideo viral
E4
Maturacéo do virus e alteracdo da matriz intracelular
Precoce
E5 Induz proliferacé@o da célula infectada pelo virus
Provoca destruicdo da proteina p53 da célula hospedeira via
E6 ubiquitina e mantém o comprimento da telomerase acima de
seu ponto critico, protegendo a célula da apoptose
7 Inativa a proteina pRb da célula hospedeira impedindo o
blogqueio do ciclo celular
L1 Sintetiza a proteina principal do capsideo viral
Tardia

L2 Expressa a proteina secundaria do capsideo viral

Fonte: Modificada de BAGARELLI & OLIANI, 2004.

No nucleo da célula hospedeira, o0 DNA do HPV pode assumir duas
formas, de acordo com o padrao de infeccéo: a epissomal (laténcia e produtiva)
e a integrada (transformante). Na forma epissomal, o DNA viral permanece
circular no nucleo da célula do hospedeiro e € identificado em lesGes benignas.
Para que ocorra a integracdo do DNA-HPV ao genoma humano € necessario o
rompimento da regido E1-E2, com desregulacdo do controle transcricional dos

genes virais (SOUTO et al., 2005). Apds a entrada na célula hospedeira, os



genes E1 e E2 s&o expressos primeiro e codificam proteinas requeridas para a
replicacdo do DNA viral (GANGULY & PARIHAR, 2009). Estas proteinas (E1 e
E2) estdo vinculadas a origem da replicacdo viral, ao recrutamento de
proteinas que medeiam a replicagdo do DNA viral, regulam a expressao do
gene viral e sdao também responsaveis por manter o DNA viral como um
epissoma. Além disso, regulam um nuamero estavel de 20 a 100 copias de DNA
do HPV por célula. A proteina E2 facilita a separacao do genoma HPV durante
a divisao celular, resultando na distribuicdo do DNA do HPV nas células filhas,
e estd envolvido na promocao da montagem do virion. Além disso, E2 tem a
capacidade de reprimir a atividade do promotor E6/E7 (FELLER et al., 2009). A
transcricdo de E1 e E2 causa repressao de E6 e E7, permitindo a funcdo de
supressdo tumoral das proteinas retinoblastoma (pRb) e p53, mantendo a
homeostase epitelial. Se ndo ha transcricdo de E1 e E2, os oncogenes E6 e E7
estardo disponiveis para se ligarem, respectivamente, as proteinas p53 e pRbD,
inibindo a acédo desses fatores celulares (SOUZA & GONCALVES, 2009). Os
genes E6 e E7, além de envolvidos na manutencéo epissomal do genoma do
HPV, codificam oncoproteinas que podem induzir a transformacdo da célula
hospedeira (GANGULY & PARIHAR, 2009). A expressao desregulada dos
genes E6 e E7 do HPV em células da camada basal leva a uma maior
instabilidade cromossomial nas respectivas células nos estagios iniciais de
displasia, 0 que nédo é suficiente para o completo fenétipo maligno. Outros
eventos genéticos sdo necessarios para a progressdo de uma lesdo causada
por HPV para cancer (WOODMAN et al., 2007).

A proteina E6 do HPV de alto risco € suficiente para induzir e manter a
transformacéao celular e tem sido descrita por se ligar a proteina p53 e causar
sua degradacdao via proteassoma 26S, resultando em inativacdo da p53, o que
compromete a integridade do DNA replicado, causando danos no DNA e
instabilidade cromossomial. Essas anormalidades resultam em proliferacao
celular ou desenvolvimento de tumor. A oncoproteina E6 em HPV de baixo
risco também pode se ligar a proteina p53, mas com muito menos afinidade, e
ndo causa sua degradacdo. O aumento da expressdo de E6 causa:
transformacdo da célula hospedeira, imortalizacdo da célula, proliferacédo

celular, replicagdo do DNA defeituoso e acumulo de mutacfes e inibicdo da



resposta imune das células tumorais (GANGULY & PARIHAR, 2009). A
oncoproteina E7 se liga a pRb hipofosforilada e inativa sua fungéo por prevenir
a ligacdo de pRb ao fator de transcricdo E2F, podendo também degradéa-la. O
estado de fosforilagcdo da pRb é regulada através do ciclo celular, estando
hipofosforilada em GO e G1 e fosforilada durante S, G2 e M (HOWLEY, 2006).
Em células com aumento da expressao da proteina E7, a checagem do
controle da transicdo da fase G1 para S é perdido e as células continuam a
atravessar o ciclo celular levando a uma proliferacéo celular descontrolada. E6
e E7 podem imortalizar células humanas independentemente, mas a eficiéncia
aumenta quando elas sdo expressas juntas (GANGULY & PARIHAR, 2009).
Acredita-se que a integracdo do genoma do HPV de alto risco representa um
evento significante na patogénese do cancer do colo de Utero associado com
progressdo de lesGes pré-malignas para cancer invasivo. Entretanto, a
integracdo n&o é uma parte normal do ciclo de vida do HPV, caracterizada por
grandes dele¢cdes do DNA viral acoplado com uma descontrolada expresséo
das oncoproteinas E6 e E7. No cancer oral, a infeccdo pelo HPV ocorre em
uma forma predominante epissomal e raramente na forma integrada (SOUZA &
GONCALVES, 2009).

HPV E4 € expresso somente na fase posterior do ciclo de vida viral
guando particulas virais estdo sendo montadas. A proteina E4 é necessaria
para a fase produtiva do ciclo de vida do HPV, pois modula a amplificacdo do
DNA do HPV e a expressao estrutural do gene. Ja a proteina E5 participa na
amplificacdo do DNA do HPV e tem a capacidade de promover reagcédo imune,
pois estd associado com baixa regulacdo da comunicacdo da juncao
intercelular. Além disso, é importante no curso inicial da infeccdo e impede a
apoptose, mantendo o dano do DNA (FELLER et al., 2009; GANGULY &
PARIHAR, 2009).

Acredita-se que o HPV infecte epitélios através de abrasfes ou
microlaceracdes da pele e mucosa, durante a relacédo sexual, auto-inoculacéo
ou pelo contato com objetos contaminados, permitindo o acesso do virus as
células da camada basal, responsaveis pela renovacao epitelial por preservar a
capacidade mitética. A infeccdo pelo HPV inicia quando o virus entra nas

células epiteliais basais (células alvo do HPV) através de um processo lento de



endocitose, a partir da ligagdo a um receptor especifico na superficie das
células basais. Esta ligacdo é mediada por heparano sulfato, sendo a integrina
alfa 6 identificada como um possivel receptor. Durante o processo de infecgédo
celular, ocorre a perda do capsideo e transporte do genoma para o nucleo,
onde vai persistir como um DNA extracromossomial (epissomal) (FERRAZ et
al., 2013).

O ciclo de vida do HPV é vinculado a diferenciacdo das células epiteliais
do hospedeiro, sendo possivel a identificacdo de estagios. O processo inicia-se
nas células basais e parabasais, onde o DNA do HPV é duplicado até atingir a
média de 50 cépias por célula, sendo expressos os genes E do HPV. A
replicacdo do DNA do HPV é sincrénica com o ciclo celular do hospedeiro,
ocorrendo apenas durante a fase S. Durante ambos os estagios, o DNA do
HPV € mantido como estruturas epissomais nos nucleos das células
infectadas. Ao se dividirem, essas células infectadas distribuem
equitativamente o DNA viral entre as células filhas. Parte dessas migra para a
camada superior e inicia 0 programa de diferenciacdo celular, enquanto as
demais continuam dividindo-se na camada basal e servem de reservatorio de
DNA viral para as posteriores divisdes celulares. A replicacao viral (Figura 1.3),
deste modo, ocorre apenas em epitélios com diferenciacdo terminal e inclui
tanto um aumento no numero de cépias do genoma como a expressao dos
genes tardios e formacdo de novos virus. A producdo de virions é restrita as
células epiteliais suprabasais maduras, onde todos os genes do virus sao
expressos, permitindo a multiplicacdo do genoma viral, sintese de proteinas
dos genes E e L, montagem e liberacdo dos virions nas células epiteliais
superficiais esfoliadas. Os HPV possuem capsideo icosaédrico e replicam seus
genomas dentro do nucleo das células do hospedeiro, sendo, portanto,
particulas intranucleares obrigatdrias, com tropismo especifico para o0s
ceratinocitos (WOODMAN et al., 2007).
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Figura 1.3: Progressdo mediada pelo HPV para cancer do colo de utero.
Infeccdo por HPV e integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira.
Adaptado de WOODMAN et al., 2007.

A base da sobrevivéncia dos HPV esta em interferir no ciclo celular das
células do hospedeiro, disponibilizando o maquinario celular para a replicacéao
viral, através do estimulo a proliferacdo e diferenciacdo das células
hospedeiras, associado a inducdo do sistema de sintese proteica para a
producdo de proteinas virais. Deste modo, quando o virus infecta uma célula
epitelial mitoticamente ativa, pode resultar em uma infeccéo latente, produtiva
ou transformante. Na laténcia, ha persisténcia do DNA circular, com um baixo
namero de coépias epissomais que duplicam em sincronia com as células
basais. A infeccdo produtiva, com inducdo de lesBes clinicas ou subclinicas,
pode ser detectada através das alteracdes morfolégicas causadas quando a
replicacdo viral resulta na formacdo de milhdes de virions e o0s ceratindcitos
assumem novo fenatipo (coilocito). O tempo entre o inicio da infeccdo produtiva
e a liberacdo dos virions é de aproximadamente trés semanas, tempo
necessario para o ceratindcito basal sofrer diferenciagdo completa e

descamacdo. Assim essas células sofrem esfoliacdo e podem causar infeccéo
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em um novo hospedeiro. J& na infeccdo transformadora, ndo ha formacgéo de
particulas virais infectantes, e o DNA viral integra-se ao genoma do hospedeiro
e, quando interfere na homeostase do ceratindcito, pode transformé-lo e causar
alterac6es morfologicas e/ou funcionais progressivas, que atingem o maximo
de dano quando ha o estabelecimento do carcinoma. A infeccdo de
ceratinécitos pelo HPV depende de trés fatores: da permissividade celular, do
tipo do HPV e do estado imune do hospedeiro (FELLER et al., 2009; SOUZA &
GONGCALVES, 2009). O sistema imune € importante no controle da infecgcéo
por HPV. Existe evidéncia do envolvimento de células T helper em lesGes em
regressao, onde uma detectavel resposta humoral e resposta celular imune
contra antigenos do HPV sao observadas durante a regressao da lesédo (ZUR
HAUSEN, 2002).

Em contrapartida, na orofaringe apos a transmissao sexual, o HPV
infecta o epitélio naturalmente descontinuo da orofaringe, também suscetivel
ao trauma mecanico, onde as células basais infectadas se diferenciam para
preencher a area interrompida, resultando em infeccdo ativa do HPV (BERMAN
& SCHILLER, 2017). Em comparacéo, nenhuma leséo precursora de CCEO foi
definitivamente identificada. Em vez disso, em CCEO HPV positivo a imuno-
histoquimica (IHQ) de pl6 é atualmente usada como biomarcador para HPV.
Os algoritmos de diagndéstico atuais defendem a investigacéo por IHQ para pl16
seguido por deteccdo de DNA de HPV, usando qualquer reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) por consenso ou hibridacédo in situ (ISH) (EVANS et al.,
2013).

Tipos especificos de HPV de alto risco irdo infectar as superficies
mucosas. No colo do Utero, a displasia severa induzida por HPV ocorre
preferencialmente na zona de transformacdo: um pequeno anel de tecido na
abertura do colo de utero, onde o epitélio escamoso estratificado do
ectocervice transita para o epitélio colunar simples do endocervice (ROBERTS
et al., 2011). Na boca, o HPV induz preferencialmente cancer na orofaringe por
razdes desconhecidas. No entanto, as possiveis explicacdes podem incluir: 1)
a orofaringe possui apenas mucosa de transi¢cdo, semelhante ao colo do utero,
com células epiteliais basais metaplasicas facilmente acessiveis (ELREFAEY

et al., 2014); 2) o epitélio da orofaringe é naturalmente atenuado por uma
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membrana basal descontinua, permitindo uma maior susceptibilidade a
infeccdo por HPV (CHI et al., 2015); 3) as invaginagcdes profundas das criptas
amigdalianas podem funcionar como um reservatério para HPV (ELREFAEY et
al., 2014); e 4) as criptas do tecido linfatico podem favorecer a infeccéo
persistente do HPV, permitindo que o0s tumores evadam a vigilancia
imunolégica com a sua forte expressao linfoepitelial do PD-L1 (Programmed
death-ligand 1) para suprimir as respostas das células T ao HPV (EVANS et al.,
2013) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: O HPV na carcinogénese da orofaringe é ilustrado. A patologia
molecular do cancer da orofaringe associado ao HPV permanece incerta. Os
tumores de cabeca e pescoco positivos para o HPV, que expressam E6 e E7,
tém uma predilecdo pelo o epitélio de cripta reticular de amigdalas palatinas e
linguais. As descontinuidades na camada epitelial, expondo a membrana basal,
podem facilitar a entrada viral, enquanto o tecido linféide préximo pode
influenciar a carcinogénese do HPV com aumento da liberacdo de citocinas. As

lesbes potencialmente malignas nao foram inequivocamente identificadas na
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orofaringe, em contraste com o tecido do colo uterino, talvez relacionadas a
dificuldade de amostragem das criptas amigdalianas profundas. Grande parte
do HPV detectado no CCEO é epissomal, embora o DNA do HPV integrado
tenha sido detectado no epitélio da cripta de amigdalas. Adaptado de BERMAN
& SCHILLER, 2017.

1.3 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE OROFARINGE

Nos Estados Unidos, com base em dados do Programa SEER, os
pesquisadores estimaram que de 1988 a 2004, a incidéncia de céancer de
orofaringe HPV positivo aumentou em 225% (0,8 a 2,6 por 100.000 habitantes)
e a incidéncia de CCEO HPV negativo diminuiu em 50% (CHATURVEDI et al.,
2011; GILLISON et al., 2015). Nos Estados Unidos, o CCEO HPV positivo ja
superou 0 numero anual de cancer de colo do uUtero HPV positivo. Esta
mudanca epidemioldgica € resultado do aumento da préatica de sexo oral e
declinio no consumo de tabaco (BERMAN & SCHILLER, 2017). Aumento
significativo na incidéncia do cancer de orofaringe HPV positivo também foi
relatado na Suécia, Australia, Canada e outros paises. Cerca de 70% a 80%
dos CCEO agora sao atribuidos ao HPV nos Estados Unidos e na Europa
Ocidental, com proporcdes substancialmente menores de CCEO HPV positivo
relatados em outras regides (O’'SULLIVAN et al., 2016).

No Brasil, cerca de 27,4% (4-30%) dos CCEO sao HPV positivos. Essa
taxa varia de acordo com o sitio da orofaringe acometido e com as técnicas
empregadas para deteccédo viral (RIBEIRO et al., 2011; KAMINAGAKURA et
al., 2012; LOPEZ et al., 2014; HAUCK et al., 2015; MATOS et al., 2015;
BETIOL et al., 2016; PINA et al., 2016).

Aproximadamente 85.000 casos de CCEO sao diagnosticados por ano
para ambos 0s sexos em todo o mundo, com cerca de 22.000 CCEO positivos
para HPV e uma proporcao entre homens e mulheres de 4:1 (FORMAN et al.,
2012). A predominancia masculina, embora nao seja totalmente compreendida,
pode ser, em grande parte, devido a uma maior prevaléncia de infeccdes orais
por HPV 16 em homens do que em mulheres (GILLISON et al., 2012). Além
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disso, a transmissibilidade oral do HPV pode ser maior entre homens que
praticam sexo oral em mulheres, possivelmente devido a presenca de um
maior numero de copias de HPV na vagina (D’'SOUZA & DEMPSEY, 2011).

Vale ressaltar que existe um predominio semelhante entre homens e
mulheres com CCECP néo relacionado ao HPV, embora isso possa refletir a
prevaléncia do fumo mundial de 5:1 entre homens e mulheres (DAYYANI et al.,
2010). No entanto, nos paises de alta renda, as mulheres fumam quase na
mesma propor¢do que os homens; e, em todo o mundo, o etilismo é quase
equivalente em ambos os sexos (HITCHMAN & FONG, 2011; SLADE et al.,
2016). Aqui, a disparidade de prevaléncia do CCEO HPV negativo € mal
compreendida, porque os fatores de risco se aplicam igualmente para 0s sexos
em paises afluentes (BERMAN & SCHILLER, 2017).

Os paises em desenvolvimento tém uma proporcao relativamente baixa
de CCEO (1-10% dos CCECPs), que parece permanecer estavel (ou até
menor) ao longo do tempo, enquanto a incidéncia do CCECP tem aumentado
de forma constante na maioria dos paises (MCKEAN-COWDIN et al., 2000;
VAN MONSJOU et al., 2010).

Ja os paises desenvolvidos apresentam uma propor¢cao relativamente
alta e variavel de CCEO (15-30% dos CCECPs). Por exemplo, o cinturéo
central de paises europeus tem as maiores propor¢cdes de CCEO do mundo
desenvolvido (até 30% dos CCECPs), sendo o restante da Europa
caracterizado por proporcoes ligeiramente menores de CCEO, enquanto a
incidéncia global do CCECP se manteve estavel ou mesmo mostrou uma
tendéncia decrescente durante o mesmo periodo (ROBINSON &
MACFARLANE, 2003; HAMMARSTEDT et al., 2007; VAN MONSJOU et al.,
2010). Estes dados demograficos levaram os pesquisadores a procurar fatores

de risco adicionais que contribuissem para a incidéncia do CCEO.

1.3.1 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS, HPV NEGATIVO

O CCEO HPV negativo € um subconjunto de CCEO que ndo tem

associacdo com HPV de alto risco, também conhecido como carcinoma de
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células escamosas ceratinizantes. Os pacientes com CCEO negativo para HPV
sdo mais velhos em média do que os pacientes com CCEO relacionado com
HPV (VAN MONSJOU et al., 2015) (Tabela 1.3).

Fumar é de longe o fator de risco mais relevante para o cancer de boca
e de orofaringe. Existe um aumento de risco dependente da dose, e 0 risco
diminui apo6s a cessacao do uso do tabaco (IARC, 2004; WARNAKULASURIYA
et al., 2010). O consumo de &lcool interage sinergicamente com o tabagismo,
caracterizando um risco adicional (GOLDSTEIN et al., 2010; IARC, 2010;
BAGNARDI et al., 2015). O HPV, em particular o tipo 16, é um fator etiolégico
reconhecido no CCEO, mas sO € observado em uma pequena minoria (3%)
dos CECO (DAHLGREN et al., 2004; LINGEN et al., 2013; GILLISON et al.,
2015; SGARAMELLA et al., 2015). A ma saude bucal esta associada ao cancer
de boca e de orofaringe (GUHA et al., 2007; DIVARIS et al., 2010), mas nao foi
comprovada como um fator de risco independente (WARNAKULASURIYA,
2009). Uma dieta rica em frutas e legumes parece ter algum efeito protetor
contra o cancer de boca e de orofaringe (BRAVI et al., 2013; MAASLAND et al.,
2015).

Considerando que a maioria dos exemplos de CCEO HPV negativo
envolve o palato mole, os pacientes tipicamente apresentam dor de garganta e
dificuldade em engolir ou apresentam uma massa no pesco¢o (COSKUN et al.,
2011). Macroscopicamente, os CCE sao tumores infiltrativos firmes, com uma
superficie de corte branca ou parda. Citopatologicamente, os esfregacos de
lesbes metastaticas geralmente apresentam caracteristicas de CCE
ceratinizantes, com pequenos aglomerados de células escamosas malignas
com ceratinizacdo intracelular e extracelular. Casos pontuais tém
caracteristicas citolégicas idénticas as dos tumores HPV positivos (isto €, CCE
nao ceratinizante) (EL-MOFTY et al., 2008; BOSCOLO-RIZZO et al., 2015).

Histopatologicamente, o CCEO negativo para HPV apresenta
tipicamente caracteristicas escamosas diferenciadas (por exemplo:
ceratinizacdo, reacdo estromal desmoplasica e displasia superficial) idénticas
as dos CCE em outros locais da mucosa da cabeca e pescoco (LEWIS et al.,
2012). O status do HPV é negativo (por imuno-histoquimica para pl6 e/ou

deteccdo molecular do HPV). A classificacdo histopatologica € semelhante a
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utilizada para CCE em outros locais de cabeca e pescoco (EL-NAGGAR et al.,
2017).

A maioria dos CCEO € geneticamente instavel, com perda
cromossOomica em 3p, 8p, 9p, 17p e ganhos a 3q e 11g (BHATTACHARYA et
al.,, 2011; SANTOS-SILVA et al.,, 2011; PICKERING et al.,, 2013). Essas
alteracbes podem se estender pela regido ao redor da lesdo clinica,
sustentando o fendbmeno clinico da cancerizacdo de campo (BRAAKHUIS et
al., 2003). Os genes reportados como tendo um papel no CCEO (por exemplo:
TP53, CDKN2A, PTEN, HRAS e PIK3CA) sdo mutados com frequéncia
suficiente para suportar o seu potencial papel como drivers no desenvolvimento
do céncer. O gene TP53 é normalmente mutado (STRANSKY et al., 2011; LUI
et al.,, 2013; PICKERING et al.,, 2013; LAWRENCE et al., 2015). A taxa de
sobrevida global em trés anos dos CCEO negativos para HPV é de 57% (EL-
NAGGAR et al., 2017) (Tabela 1.3).

1.3.2 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS, HPV POSITIVO

O CCEO associado ao HPV de alto risco € uma forma epidemiologica,
clinico e patolégica distinta de CCECP, também conhecido como carcinoma de
células escamosas ndo ceratinizante. A incidéncia de CCEO HPV positivo
aumentou ao longo das ultimas trés décadas (CHATURVEDI et al., 2011,
CHATURVEDI et al., 2013; RETTIG & D'SOUZA, 2015). Pacientes com CCEO
positivo para HPV sao tipicamente homens, brancos e com alto nivel
socioeconémico (GILLISON et al., 2008; CHATURVEDI et al., 2011). A idade
mediana dos pacientes é de 50-56 anos (GILLISON et al.,, 2008; ANG et al.,

2010), com uma proporc¢ao entre homem e mulher de 4:1 (Tabela 1.3).

O CCEO HPV positivo é causado pelo HPV de alto risco, sendo o tipo 16
responsavel por mais de 90% dos casos (SCHWARTZ et al., 1998; D'SOUZA
et al., 2007; GILLISON et al., 2008). O sexo oral € um fator de risco
estabelecido para a infeccdo oral pelo HPV. Individuos com CCEO positivos
para HPV sdo menos propensos a ser fumante do que pacientes com CCEO

negativos para HPV. No entanto, o tabagismo estd associado a uma

16



prevaléncia significativamente maior de HPV oral e, portanto, pode
desempenhar algum papel na progressao da infeccdo oral pelo HPV nos casos
de CCEO HPV positivo (FAKHRY et al., 2014).

CCEO HPV positivo tem uma forte predilecéo pela localizacdo em base
da lingua e nas amigdalas (BEGUM et al., 2005). Ao contrario do CCEO HPV
negativo, o CCEO HPV positivo apresenta-se tipicamente em estadiamento
clinico avancado, frequentemente com tumor primario pequeno com
envolvimento linfonodal. A linfadenopatia cervical, que pode ser cistica, é a
apresentacao clinica mais comum. Os tumores primarios podem ser grandes,
mas em sua maioria Sdo pequenos e apresentam discretas alteracdes a
inspecdo. As metastases linfonodais sdo frequentemente grandes e cisticas
(GOLDENBERG et al., 2008; EL-NAGGAR et al., 2017). Citopatologicamente,
os esfregacos de lesdes metastaticas sédo celulares, com células tumorais
formando folhas e aglomerados coesos, com nudcleos hipercromaticos,
pleomdrficos e sobrepostos. A presenca de diferenciacdo escamosa e
ceratinizacdo € incomum. A presenca de pl6 ou HPV em células tumorais

sugere fortemente um tumor primario de orofaringe (JARBOE et al., 2012).

Histopatologicamente, o CCEO HPV positivo geralmente exibe uma
morfologia distinta ndo ceratinizante; ao contrario de casos HPV negativo, a
displasia do epitélio superficial é raramente identificada. CCEO HPV positivo
surgem do epitélio da cripta e crescem sob o revestimento epitelial superficial
como ninhos e lobulos, muitas vezes com necrose central. Os ninhos de
tumores sdo frequentemente incorporados ao estroma linféide e podem ser
penetrados pelas células linféides. As células tumorais apresentam uma
elevada relacdo N:C (ndcleo/citoplasma) e uma taxa mitética e/ou apoptotica
elevada, que muitas vezes gera uma aparéncia basaldide (WESTRA, 2015). A
ceratinizacdo esta ausente ou discreta na maioria dos casos, embora um
pequeno subconjunto de casos mostre a formacdo de ceratina (GILLISON et
al., 2000; CHERNOCK et al., 2009).

As oncoproteinas E6 e E7 do HPV inativam p53 e pRb direcionando-os
para a degradacdo de proteinas. As mutacdes somaticas no TRAF3, um
regulador imune, sao exclusivas do CCEO HPV positivo. A mutacéo

oncogénica ou amplificacdo génica de PIK3CA é significativamente mais
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comum em CCEO HPYV positivo do que em CCEO HPV negativo (PARFENOV
et al., 2014; LAWRENCE et al.,, 2015). CCEO HPV positivo apresenta uma
sobrevida significativamente melhor do que o CCEO negativo para HPV
(FAKHRY et al.,, 2008; ANG et al.,, 2010; POSNER et al., 2011), mas este
prognéstico favoravel pode ser atenuado pelos efeitos adversos do tabagismo
(ANG et al.,, 2010; GILLISON et al.,, 2012). O risco de recidiva e do
desenvolvimento de segundos tumores primarios é mais baixo nos CCEO
positivos para o HPV do que nos casos negativos para o HPV (ANG et al.,
2010) (Tabela 1.3).

Tabela 1.3: Comparagéo de CCEO HPV positivo e HPV negativo.

Caracteristicas CCEO HPV positivo CCEO HPV negativo
Idade Média 50-56 anos 60-70 anos
Fatores de risco Comportamento sexual Uso de éalcool e tabaco
Metastase linfonodal Frequentemente cistica Cistos pouco frequentes
Origem postulada Epitélio reticulado de criptas invaginadas Epitélio de superficie
Displasia Raro Frequentemente presente
Morfologia Comumente CCE néo ceratinizante CCE convencional
Gradacao N&o aplicavel Aplicavel

pl6 imunoexpressao Positivo Negativo

Taxa de sobrevivéncia global (3 anos) 82% 57%

Fonte: Adaptado de EL-NAGGAR et al., 2017.

1.3.3 SISTEMA DE ESTADIAMENTO TNM PARA O CCEO

O estadiamento clinico TNM tem como objetivo delinear a extenséo
anatbmica da doenca através da combinacdo de seus componentes: T -
extensdo local ou tamanho do tumor primario; N - disseminacao regional para
linfonodos; M - presenca ou auséncia de metastase a distancia. Apos definir as

categorias T, N e M, elas podem ser agrupadas em estadios. O carcinoma in
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situ insere-se no estadio O e casos com metastase a distancia, no estadio IV
(COSTA et al., 2002; MINITERIO DA SAUDE, 2004).

O sistema de estadiamento TNM redne uma classificagdo clinica e uma
histopatolégica. A classificacdo clinica pré-tratamento, designada cTNM,
baseia-se nas evidéncias observadas antes do tratamento, durante o exame
fisico, por imagem, endoscopia e bidpsia. A classificacdo patolégica, ou
classificacao histopatoldgica pés-cirargica, denominada pTNM, fundamenta-se
também nas informacBes conseguidas antes do tratamento, mas €
suplementada ou modificada pela evidéncia adicional conseguida através da
cirurgia e do exame histopatolégico. A avaliacdo histopatolégica do tumor
primario (pT) exige a ressec¢do do tumor, ou biopsia adequada, para avaliar a
maior categoria pT. A avaliacdo microscopica dos linfonodos regionais (pN)
exige a remocdo representativa de nodulos, a fim comprovar auséncia de
metastase em linfonodos regionais (pNO) e suficiente para avaliar a maior
categoria pN. A investigacdo microscopica também se torna necessaria para
analise de metastases a distancia (MINITERIO DA SAUDE, 2004).

A classificacdo TNM tem sido usada para estimar clinicamente a
resposta a terapia e a sobrevida (BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005).
BRYNE et al. (1998) sugere que fatores prognoésticos suplementares deveriam
ser adicionados a classificacdo TNM dos CCECP para auxiliar o diagnostico
clinico (BRYNE et al., 1998). A localizacdo anatémica da lesdo também deve
ser considerada como uma indicadora de progndstico, j& que 0s tumores
apresentam comportamentos diferentes, dependendo da localizacdo anatémica
(COSTA et al., 2002).

O aumento metedrico da incidéncia de cancer de orofaringe associado
ao HPV de alto risco na base de lingua e amigdala gerou inUmeros desafios
para seu diagndéstico, estratégia de tratamento e expectativa de resposta
(MEHANNA et al., 2010). Devido ao seu comportamento biolégico exclusivo, o
estabelecimento de critérios de estadiamento e do sistema de estadiamento
reportados pela Unido Internacional de Combate ao Céancer (UICC) na 72
edicdo do Manual de Estadiamento do Cancer em 2009 sdo considerados
inadequados para definir com precisdo a historia natural desta doenca
(STRAETMANS et al., 2009).
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As principais mudancas na 82 edicdo do TNM para o cancer de cabega e
pescoco refletem o ambiente em mudancga da oncologia da cabeca e pescoco.
O capitulo da Faringe foi dividido em trés regies anatdomicas distintas que
refletem melhor as diferentes doencas que surgem na faringe: 1) nasofaringe
tem seu proprio capitulo, reconhecendo a biologia e a etiologia Unicas desta
doenca; 2) a orofaringe e a hipofaringe HPV-negativas permanecem juntas em
vista de sua biologia compartiihada e fatores de risco tipicos; e 3) foi
adicionado um novo capitulo, em que € descrito o cancer de orofaringe
associado ao HPV (AJCC, 2017).

Um sistema de estadiamento que reconhece a crescente incidéncia de
tumores relacionados ao HPV da orofaringe é necessario para uma melhor
discriminacdo entre os estadiamentos (AJCC, 2017). A imuno-histoquimica
para a superexpressdo de pl6 emergiu como um biomarcador substituto
robusto para carcinogénese mediada por HPV de alto risco (EL-NAGGAR &
WESTRA, 2012).

Todos os CCEO devem ser testados para pl6. Aqueles que nao
superexpressam pl6, ou nos quais o teste pl6 nao foi realizado, serdo
classificados seguindo a categoria CCEO pl6 negativo. Ja 0 grupo que
superexpressa pl6 sera classificado na categoria CCEO pl6 positivo. As
categorias T permanecerdo as mesmas para o CCEO pl6 positivo e pl6
negativo, exceto que a classificacdo p16 positivo ndo incluira a categoria Tis, e
nao havera T4b dentro de T4 (AJCC, 2017) (Tabela 1.4).

Tabela 1.4: Estadiamento clinico do CCEO de acordo com o status de p16.

Categoria CCEO p16 positivo CCEO p16 negativo
TO: nao identificado primariamente Tx: tumor primario ndo pode ser avaliado
T1: tumor de <2cm na maior dimensao Tis: Carcinoma in situ

T2: tumor >2cm e <4cm na maior | T1: tumor de £2cm na maior dimensao
dimensao
T2: tumor >2cm e <4cm na maior dimensao

T3: tumor 24cm na maior dimensao ou se
Tumor estende na superficie lingual da epiglote T3: tumor =4cm na maior dimensdo ou se
primario (cT) estende na superficie lingual da epiglote

T4: doenca local moderadamente
avancada, tumor invade laringe, musculo | T4: T4a doenca local moderadamente avangada;
extrinseco da lingua, pterigoide medial, | tumor invade a laringe, mudsculo extrinseco da
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palato duro, ou mandibula

lingua, pterigoide medial, palato duro ou
mandibula; T4b doenca local muito avancada;
tumor invade o musculo pterigoideo lateral, lateral
da nasofaringe ou base do crénio ou artéria
carétida

Linfonodos
regionais (cN)

Nx: ndo podem ser avaliados ou ndo ha
metastase em linfonodo regional

N1: 1 ou mais linfonodos ipsilaterais,
<6cm

N2: linfonodos contralaterais ou bilaterais,
<6cm

N3: Linfonodo(s) >6cm

Nx: ndo podem ser avaliados
NO: ndo ha metastase em linfonodo regional
N1: 1 linfonodo ipsilateral, <3cm e ENE-

N2: N2a 1 linfonodo ipsilateral >3cm e <6cm e
ENE-; N2b miltiplos linfonodos ipsilaterais, <6cm
e ENE-; N2c |linfonodos bilaterais ou
contralaterais, <6¢cm e ENE-

N3: N3a 1 linfonodo >6cm e ENE-;
metastase em qualquer linfonodo(s) e ENE+

N3b

Metastase a
distancia (cM)

MO: nenhuma metastase

M1: presenca de metastase a distancia

MO: nenhuma metastase

M1: presenca de metéstase a distancia

Estadiamento
clinico (cCTNM)

I: TO/T1/T2; NO/N1; MO
II: TO/T1/T2; N2; MO ou T3; NO/N1/N2; MO

I1l: qualquer T; N3; MO ou T4; qualquer N;
MO

IV: qualquer T; qualquer N; M1

0: Tis; NO; MO O

I: T1; NO; MO

I1: T2; NO; MO

III: T3; NO; MO ou T1/T2/T3; N1; MO

IVA: T4a; NO/N1; M1 ou T1/T2/T3/T4a; N2; MO
IVB: qualquer T; N3; MO ou T4b; qualquer N; MO

IVC: qualquer T; qualquer N; M1

Abreviacdo: Extensdo extranodal, ENE.

Fonte: Adaptado de AJCC, 2017.

A deteccéao direta do HPV ndo é usada como um fator determinante na

classificacdo, por sua limitacdo em relacdo a disponibilidade universal e

aplicabilidade, custo e falha na estratificacdo da sobrevida, bem como na

imunoexpresséao da proteina p16 (AJCC, 2017).

1.3.4 TRATAMENTO E PROGNOSTICO DO CCEO

O CCEO ¢ frequentemente diagnosticado quando ja é sintomatico e,

portanto, em estadiamentos avancados. O tratamento para o CCEO é o

mesmo, independentemente do status de HPV ou da positividade para pl6,
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apesar dos melhores resultados nos pacientes CCEO HPV positivos. Pacientes
com estadiamento inicial podem ser tratados com cirurgia primaria e/ou
radioterapia exclusiva (EVANS et al., 2013). No entanto, pacientes com CCEO
frequentemente apresentam doenca em estigio avancado que necessita de
tratamento multimodal, incluindo a quimiorradioterapia ou cirurgia com
cisplatina concorrente, geralmente morbida, seguida de radioterapia adjuvante
com ou sem quimioterapia. Atualmente, muitos estudos estdo em andamento
para descalonar a terapia para CCEO associado ao HPV, devido ao seu melhor
prognéstico, o que levara a uma menor toxicidade, sendo importante para essa
populacdo mais nova, que possui uma expectativa de vida (VOKES et al.,
2015; WIRTH, 2016). A deciséo sobre o tipo de tratamento para os pacientes
com CCEO deve levar em consideracao a clinica, o exame histopatologico e
fatores especificos do paciente (FURLAN et al., 2017).

Existe um risco reduzido de morte de 28% e um risco reduzido de
recidiva 49% para pacientes com CCEO HPV positivo versus aqueles com
CCEO HPV negativo (ELREFAEY et al.,, 2014). As principais diferencas
biologicas podem explicar porque o CCEO relacionado ao HPV responde
melhor ao tratamento do que o CCEO HPV negativo: 1) nos canceres
causados pelo HPV, o virus silencia o p53, mas deixa o0 gene que o0 produz
intacto, em contraste, nos canceres negativos para o HPV, o gene é mutado,
provavelmente através da exposicdo a substancias carcinogénicas, como
tabaco e/ou alcool, e produz uma versao ineficaz da proteina. A quimioterapia
ou a radioterapia podem, de algum modo, reativar p53 nos canceres positivos
para o HPV, transformando a poderosa proteina para lutar contra o tumor
(SCUDELLARI, 2013). Numerosos estudos relataram uma correlacdo inversa
entre DNA do HPV e mutacfes de p53 (GILLISON et al., 2000); 2) pacientes
com cancer HPV positivo geralmente sdo mais jovens e saudaveis do que sua
contraparte HPV negativa, com melhor performance status, sem historico de
tabagismo e menos co-morbidades (ELREFAEY et al., 2014); 3) existe maior
heterogeneidade genética em tumores HPV negativos do que nos tumores
HPV positivos, incluindo uma maior amplitude de mutacbes somaticas
(SCUDELLARI, 2013). Um tumor negativo para HPV pode apresentar uma

maior probabilidade de mutacdo que gere resisténcia a terapia; 4) a
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persisténcia da infeccao pelo HPV nas amigdalas pode promover uma resposta
imune anti-tumoral a antigenos de tumores especificos de virus apods a
guimioterapia ou radioterapia (ELREFAEY et al., 2014); 5) os tumores HPV
positivos apresentam maior radiossensibilidade, talvez por apresentar uma
resposta apoptoética intacta apds radioterapia (ELREFAEY et al.,, 2014); 6) o
CCEO HPV positivo pode ser detectado anteriormente, pois 51% dos pacientes
apresentam inicialmente uma massa no pescoc¢o versus 18% dos pacientes
com CCEO HPV negativo, que é menos propenso a metastase para 0s
linfonodos cervicais (MOORE & MEHTA, 2015); 7) o CCEO negativo para o
HPV demonstra maior progressao loco-regional do que o CCEO positivo para
HPV, tornando o CCEO HPV negativo mais resistente ao tratamento
(MISIUKIEWICZ et al., 2014).

Embora a positividade do HPV represente um forte fator de progndstico
tanto para uma melhor sobrevida quanto para um risco reduzido de recidiva,
existe um subconjunto de pacientes com CCEO HPV positivo que ainda
apresenta resultados ruins (ANG et al., 2010). Além disso, 0s pacientes com
CCEO negativos para o HPV, tém um risco ainda maior de recidiva apesar do
tratamento intensivo, ainda faltam biomarcadores prognésticos adequados para

a previsao de resultados clinicos (FURLAN et al., 2017).

1.3.5 DETECCAO DO HPV

Para o diagnostico do HPV na orofaringe sao utilizados diversos
métodos. O HPV pode ser detectado por ensaios moleculares (por exemplo,
hibridizacéo in situ e ensaios baseados em PCR) realizados individualmente ou
em combinacdo HPV (WESTRA, 2014). A imunoexpressao difusa para pl6 é
um marcador substituto confiavel para a presenca de HPV de alto risco em
CCEO e pode ser suficiente como um teste autbnomo para o status de HPV em
tumores com morfologia ndo ceratinizante apropriada HPV (LEWIS, 2012). A
possibilidade de perda da expressdo de pl6é também deve ser considerada,
especialmente em pacientes com fatores de risco tradicionais (consumo de

tabaco e alcool), e testes adicionais para deteccao do virus de alto risco devem
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ser realizados. O teste de HPV positivo também pode apontar a orofaringe
como o sitio primario mais provavel para a metéastase do linfonodo cervical de

casos com tumor primario oculto HPV (BEGUM et al., 2003) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Via patogenética do HPV no CCEO. O DNA viral é integrado no
DNA do hospedeiro. A transcricdo do RNAm de E6 e E7 do HPV conduz a
inativacao das proteinas p53 e pRb e, indiretamente, ao acamulo de p16. Os
métodos atuais podem detectar o HPV ao nivel do DNA (hibridizag&o in situ ou
PCR), RNAm (hibridizac&o in situ ou RT-PCR) e proteina (imuno-histoquimica
pl6 como marcador substituto). Adaptado de BISHOP et al., 2012.

Quando o teste de p16 ou HPV néo esta disponivel, o CCEO pode ser
diagnosticado como "carcinoma de células escamosas, status de HPV
desconhecido” ou, se o tumor apresentar a morfologia caracteristica nao

ceratinizante, como "carcinoma de células escamosas, HPV nao testado,
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morfologia altamente sugestiva de associagdo com HPV" (EL-NAGGAR et al.,
2017) (Figura 1.6).

A

Figura 1.6: CCEO associado ao HPV. A CCE néao ceratinizantes de orofaringe
(HE). B Hibridacdo in situ de HPV estabelece a presenca do virus. C
Hibridacdo in situ de RNAm de HPV confirma a ativacdo transcricional do
RNAmM E6 / E7. D Superexpressao do inibidor de quinase dependente de ciclina
pl6 indica interrupcdo da via do supressor de tumor de retinoblastoma.
Adaptado de BISHOP et al., 2012.

1.3.6 PREVENCAO E RASTREAMENTO DO CCEO

Como as crescentes propor¢des de CCEO sao atribuiveis a infeccéo por
HPV, a prevencdo primaria com vacinacdo contra o HPV poderia efetivamente
reduzir a incidéncia desses e outros canceres associados ao HPV (DAYYANI et
al., 2010).
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Duas vacinas profilaticas estdo atualmente disponiveis e aprovadas pela
ANIVISA: Cervarix (GSK®), uma vacina bivalente destinada a prevenir
infeccdes de HPV tipo 16 e 18, e Gardasil (Merck®), uma vacina quadrivalente
destinada a subtipos de HPV 6, 11, 16 e 18. Existe uma terceira vacina, que
ainda ndo foi aprovada no Brasil, a Gardasil 9 (Merck®), uma vacina
nonavalente visando os subtipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58. A
adicdo de subtipos de HPV 31, 33, 45, 52 e 58 a Gardasil 9 resulta numa
vacina destinada aos subtipos de HPV que causam cerca de 90% dos
canceres do colo uterino em todo o mundo (JOURA et al., 2015).

As vacinas aprovadas estdo disponiveis para meninas e mulheres
jovens para a prevencédo do cancer vulvar, vaginal, do colo de utero e do canal
anal, além das verrugas genitais. Ja entre 0s meninos e homens jovens a
prevencdo visa as verrugas genitais e cancer do canal anal (BERMAN &
SCHILLER, 2017).

Apenas um estudo, até o momento, relatou a eficacia da vacina do HPV
contra a infeccao oral. Nas jovens mulheres costarriquenhas, a vacina bivalente
reduziu a prevaléncia de infeccdo oral por HPV 16 e 18 em 93,3% em
comparagcdo com O grupo controle, aproximadamente quatro anos apos a
vacinacdo (HERRERO et al., 2013). Além disso, ao reduzir efetivamente a
incidéncia e a transmissdo do HPV anogenital, a vacina também deve reduzir
indiretamente a incidéncia e a transmissdo sexual do HPV oral e, assim,
diminuir a incidéncia de CCEO positivo para o HPV. No entanto, considerando
a laténcia longa (aproximadamente 30 anos) de exposicdo a doenca, a
incidéncia do CCEO positivo para HPV ndo comecara a diminuir antes do ano
2060 (WIRTH, 2016).

Atualmente, nenhum programa efetivo de rastreio para CCEO existe
porque ndo ha lesdes precursoras identificadas. Um teste ao “Pap-test” usando
uma escova de citologia para coletar amostras de células da orofaringe so foi
atil ao estudo que detectou CCEO invasivo na presenca de lesfes acessiveis e
tinha utilidade limitada para populacées sem les@es visiveis ou doenca clinica
(KREIMER & CHATURVEDI, 2011). Métodos de deteccdo de HPV estdo

disponiveis, como o teste do DNA salivar, mas a relacéo causal entre o DNA do
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HPV detectado na orofaringe e o desenvolvimento subsequente do CCEO é
mal compreendida (BERMAN & SCHILLER, 2017).

A avaliacdo e o diagnostico de CCEO, como sempre, devem comecar
pela anamnese e exame clinico de cabeca e pescoco, prestando especial
atencdo aos sintomas de dor de garganta persistente, disfagia cronica,
odinofagia e otalgia. O exame clinico deve incluir inspe¢cdo do complexo
amigdaliano, inspecao e palpacao da base de lingua e avaliacéo cuidadosa dos
linfonodos cervicais (MOORE & MEHTA, 2015). A IHQ para pl16, a PCR e ISH
para detectar o DNA do HPV representam os biomarcadores do HPV
atualmente utilizados para testar os tecidos tumorais. Métodos alternativos para
deteccdo do DNA de HPV estdo em desenvolvimento, como monitoramento
molecular e vigilancia de mutacdes somaticas e/ou genes de HPV na saliva e
no plasma para viabilizar assisténcia personalizada (VOKES et al., 2015). A
inclusdo de novos biomarcadores para uma melhor abordagem de tratamento

personalizado para o CCEO é urgentemente necessaria (FURLAN et al., 2017).

1.4 EPIGENETICA

A genética classica sozinha ndo € capaz de explicar a diversidade de
fendtipos dentro de uma populagédo, tampouco explicar fenétipos distintos e
susceptibilidades diferentes a doencas, em gémeos homozig6ticos ou em
animais clonados (ESTELLER, 2008). O termo epigenética foi utilizado pela
primeira vez por Conrad Waddington em 1939 para descrever “as interagoes
causais entre os genes e seus produtos que permitem a expressao fenotipica”
(STERN & CONRAD, 2000; LIMA, 2012). Atualmente o termo € utilizado para
as modificacbes mitdtica e/ou meioticamente herdaveis que resultam em
alteracdes da expressao génica e organizacdo da cromatina, sem, no entanto,
alterar a sequéncia de bases do DNA (WOLFFE & MATZKE, 1999; JAENISCH
& BIRD, 2003; BOCK & LENGAUER, 2008).

A heranca epigenética representa um mecanismo critico que permite a
propagacido estavel da atividade génica ao longo de geracdes celulares. E

notavel sua importancia e, portanto, este campo de estudo tem recebido
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bastante atencdo, uma vez que processos epigenéticos sdo essenciais para o
desenvolvimento e processos celulares, tais como transcricdo génica,
diferenciacdo e protecdo antiviral. Mecanismos epigenéticos sdo versateis e
adaptados a especificas funcdes celulares, ndo apenas durante o
desenvolvimento do organismo, mas ao longo de toda sua vida. Consistente
com a grande importancia relacionada a estes mecanismos, a desregulacao
nestes esta intimamente relacionada a doencas humanas, mais notavelmente o
cancer (SAWAN et al., 2008).

Existem trés mecanismos epigenéticos principais que levam a regulacéo
da expressao génica que séo: RNAs nao codificante, modificacdes de histonas
e metilacdo do DNA, que é o mecanismo mais bem estudado dentre os trés
citados (HERCEG, 2007; SAWAN et al., 2008) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Mecanismos epigenéticos relacionados a regulacdo da expressao
génica. Modificacdes de histonas, silenciamento génico mediado por RNAs e
metilacdo do DNA constituem o0s principais mecanismos epigenéticos
regulatérios. Adaptado de SAWAN et al., 2008.
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1.4.1 METILACAO DO DNA

A metilacdo do DNA é um dos mecanismos epigenéticos mais
importantes e bem estudados dentre eles (LOPEZ-SERRA & ESTELLER,
2008). E o mecanismo chave na formacdo e manutencdo da estrutura da
cromatina, e estd envolvido em processos importantes como a inativacao do
cromossomo X e o imprinting genémico, além de atuar de forma critica na
manutencdo da homeostase celular e na regulacdo da transcricdo (HERCEG,
2007; ESTELLER, 2008). Portanto, um padrao de metilacdo do DNA aberrante
tem sido relacionado ao desenvolvimento de uma série de doencas, incluindo o
cancer (ESTELLER, 2008).

A metilacgo do DNA €& mediada pela acdo das enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs), que adicionam um grupamento metil (-CHz),
proveniente de uma S-adenosil metionina (SAM), ao carbono 5 da citosina
guando seguida por uma guanina, chamados de dinucleotideos CpG
(LEWANDOWSKA & BARTOSZEK, 2011) (Figura 1.8). Esta citosina metilada
recebe entdo o nome de 5-metilcitosina (5mC) e costuma ser chamada de a
quinta base do DNA (LOPEZ-SERRA & ESTELLER, 2008).

NH NH,
CHj
1] I
O N DNMTs 0] N
H l H
HOH HH HOH HH
SAMe SAH

Figura 1.8: Metilacdo do DNA. A metilacdo do DNA em mamiferos ocorre
guase que exclusivamente em residuos de citosina contidas em dinucleotideos
CpG. O padréo de metilacédo € copiado e mantido durante a replicacdo do DNA
em um processo catalisado pelas DNA metiltransferases (DNMTs). As DNMTs

utilizam S-adenosil-L-metionina (SAMe) como fonte de grupamentos metil,
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gerando S-adenosil hocisteina (SAH). As DNMTs catalisam a adicdo dos
grupamentos metil no carbono 5. Adaptado de ZAKHARI, 2013.

A metilacdo dessa base desempenha importantes atividades no
estabelecimento dos padrfes epigenéticos e sua relevancia em algumas
desordens humanas, como o cancer (JONES & BAYLIN, 2002; HEYN &
ESTELLER, 2012). Os dinucleotidoes CpG estdo, em grande parte, localmente
enriguecidos em sequéncias do DNA conhecidas como ilhas CpG (BIRD,
2002). Os dinucleotideos CpG também sdo encontrados em sequéncias
repetitivas, chamadas SINEs e LINEs (short interspersed nuclear elements e
long interspersed nuclear elements). Em células normais, essas sequéncias se
apresentam metiladas, impedindo, assim, a expressdo de retrotransposons e
promovendo a estabilidade do genoma. No entanto, em tumores, essas regides
se encontram geralmente hipometiladas, favorecendo, assim, a instabilidade
genbmica (BESTOR, 2000; REIK, 2007; LOPEZ et al., 2009).

No contexto neoplasico, a tumorigénese € um processo de multiplas
etapas, incluindo iniciagdo, promocdo e progressdo, e multifatorial
caracterizada pelo acumulo de diferentes alteracbes, sendo genéticas,
citogenéticas e epigenéticas (KINZLER & VOGELSTEIN, 1996). Em diversos
tumores, observa-se um padrdo de hipometilacdo a nivel global do genoma,
incluindo elementos transponiveis como SINE e LINE, o que leva ao aumento
da instabilidade gendmica, predispondo o individuo a mutacfes, delecdes,
amplificacBes, inversdes e translocacdes. A hipometilacdo também resulta na
reativacdo de genes normalmente silenciados, ativando vias relacionadas ao
crescimento celular e mecanismos anti-apoptéticos (EHRLICH, 2002; ISSA,
2008).

Outra alteracdo observada é a hipermetilacdo de genes supressores
tumorais (ESTELLER, 2008). Cerca de 3 a 6% de todas as citosinas do
genoma sao metiladas em humanos, e em céancer, a hipermetilacdo é uma
marcacao epigenética chave para o processo de tumorigénese, contribuindo
com o desenvolvimento de todos os tipicos hallmark do cancer que resultam na
inativacdo de genes supressores tumorais (HANAHAN & WEINBERG, 2000)
(Figura 1.9).
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Figura 1.9: Padrbes de metilacdo alterados na tumorigénese. A hipermetilacéo
de ilhas CpG em genes supressores tumorais € considerada uma alteracéo
comum em células transformadas e esta resulta na inativacdo transcricional
destes genes e a perda de suas fun¢des normais. Este mecanismo epigenético
contribui para aquisicdo de muitos dos hallmarks do cancer. Simultaneamente,
0 genoma da célula tumoral passa por uma hipometilacdo global em
sequéncias repetitivas, genes imprinting e em genes tecido-especificos. Em
alguns casos, esta hipometilagdo € conhecida por contribuir para o ganho do
fendtipo tumoral, como perda de imprinting e ganho de instabilidade genémica.
Adaptado de ESTELLER, 2007.

A metilacdo aberrante do DNA no genoma celular foi observada em
varios tipos de cancer associados ao HPV (VIRMANI et al., 2001; LLERAS et
al., 2013; DURZYNSKA et al., 2017). Estudos identificaram CpG hipermetilados
no promotor de alguns genes associados ao status de HPV (+) (DEGLI
ESPOSTI et al., 2017). Foram observados padrdes distintos de metilacdo do

DNA entre os tecidos tumorais derivados do mesmo local, como foi o caso dos
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tecidos de cancer de cabeca e pesco¢co HPV negativos e HPV positivos, onde
0s tumores positivos para HPV mostraram aumento da metilacdo na regido
promotora de genes supressores de tumores em comparagdo com tumores
HPV negativos, nos quais a hipometilacdo genémica global é mais observada
(VAN KEMPEN et al., 2014; LECHNER & FENTON, 2016; DURZYNSKA et al.,
2017).

Recentemente, foi identificada, num estudo de metiloma que nosso
grupo participou, uma assinatura epigenética minima composta por cinco sitios
CpGs abrangendo trés loci génicos (B3GALT6-SDF4, SYCP2-FAM127B e
HTLF-HLTFAS1) que apresentou alta especificidade (>95%) na identificacao
de casos HPV (+), independentemente da localizacdo anatémica (DEGLI
ESPOSTI et al., 2017).

Um sitio CpG HLTFAS1, um sitio CpG FAM217B e trés sitios CpGs
B3GALT6 compde a assinatura epigenética minima para a identificacdo de
casos HPV positivos independente do sitio tumoral (DEGLI ESPOSTI et al.,
2017).

O gene B3GALT6 codifica a proteina beta-1,3-galactosiltransferase 6,
localizado no 1p36.33 e os trés sitios CpG de interesse estdo no éxon 1. O
gene HLTFAS1 é um RNA nao codificante, antissenso, localizado no 3924 e o
sitio CpG de interesse estd no intron 1. O gene FAM217B codifica uma
proteina ainda néo caracterizada (C200rf177), localizado no 20q13.33 e o sitio

CpG de interesse esta no éxon 6 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/).

1.4.2 LINE-1

Os retrotransposons dos longos elementos nucleares intercalados-1
(LINEs-1), sao “genes saltadores” que compreendem a 17% do DNA humano.
Eles utilizam um mecanismo de "copiar e colar " para se propagarem ao longo
do genoma através de RNAs intermediarios, um processo denominado
retrotransposicdo. Nas células malignas, no entanto, os LINEs-1 sé&o
aberrantemente ativados e podem ter um papel na instabilidade do genoma,

uma das caracteristicas da patogénese do cancer. Seus status de metilacdo e
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atividades de retrotransposi¢cao estéo associados e atuam durante a iniciacéo e
progressdo do céancer, representando, assim, biomarcadores diagndésticos

promissores e alvos terapéuticos (XIAO-JIE et al., 2016).

O papel crescente da metilacdo aberrante na biologia do CCEO sugere
fortemente a oportunidade de testar marcadores de metilagdo como potenciais
indicadores de prognostico para a doenca. Além dos estudos que investigam o
papel prognostico do status de metilagdo de genes especificos, o estudo do
metiloma, que engloba a totalidade dos sitios metilados de DNA gendmico, tem
gerado um crescente interesse devido ao seu valor promissor como marcador
prognostico para o cancer humano (HEYN & ESTELLER, 2012; SIGALOTTI et
al., 2012).

Seguindo esta linha, a hipometilacdo de LINE-1, um substituto
amplamente aceito do conteudo global de metilacdo do DNA gendmico, tem
sido associado a sobrevida global e/ou livre de doenca em diversos tipos de
cancer (OGINO et al., 2008; PATTAMADILOK et al., 2008; SAITO et al., 2010;
VAN HOESEL et al., 2012; IWAGAMI et al., 2013; SHIGAKI et al., 2013). No
entanto, a hipometilacdo LINE-1 também se correlaciona com uma melhor
sobrevida global em varias neoplasias malignas, sugerindo que os efeitos
biologicos subjacentes da hipometilagdo de LINE-1 no resultado do paciente
podem depender do tipo histopatologico tumoral (ROMAN-GOMEZ et al., 2006;
SIGALOTTI et al., 2011).

Além do seu potencial papel como biomarcador prognéstico, o nivel de
metilacdo de LINE-1 pode ser util para avaliar o risco de recidiva e/ou prever a
eficacia terapéutica dos protocolos de tratamento do céncer (BABA et al.,
2014). Embora varios estudos tenham avaliado o papel prognéstico da
metilacdo LINE-1 no CCECP, seus resultados ainda s&o inconclusivos
(FURNISS et al., 2008; RICHARDS et al., 2009; POAGE et al., 2011; SARTOR
et al., 2011).

Apenas um estudo investigou a influéncia do nivel global de metilacédo
do DNA genémico para LINE-1 no risco precoce de recidiva em CCEO, onde a
hipometilacdo de LINE-1 esta associada a um maior risco de desenvolver
recidiva precoce em pacientes com CCEO. Consequentemente, tal resultado

sugere que a avaliacdo do status de metilagdo LINE-1 pode contribuir no
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seguimento dos pacientes poés-tratamento e/ou na escolha da intensidade do
tratamento em pacientes com CCEO pertencentes ao grupo hipometilado. No
entanto, estudos futuros envolvendo popula¢cdes maiores devem ser realizados
para confirmar tal achado (FURLAN et al., 2017).

1.5 JUSTIFICATIVA

O tabagismo e consumo de alcool sdo reconhecidos como 0s principais
fatores de risco, mas a infec¢cdo por HPV tem sido identificada como um fator
causal para um numero crescente de CCEO, principalmente de pacientes em
paises desenvolvidos (HERRERO et al., 2003; CHATURVEDI et al., 2011;
ANANTHARAMAN et al., 2013). No Brasil, ainda faltam informagbes sobre a
transicdo epidemiologica ocorrida nos paises desenvolvidos em relacdo a
etiologia e perfil dos pacientes com CCEO (INCA, 2012).

A incidéncia de CCE de boca tem diminuido nos ultimos anos em muitas
partes do mundo, de acordo com declinio no uso do tabaco (FRANCESCHI et
al., 2000). Em contraste, a incidéncia CCEO tem aumentado ao longo dos
ultimos 20 anos em varios paises, incluindo Australia, Canada, Holanda,
Estados Unidos e Reino Unido. Esses padrbes de incidéncia divergentes
levaram a hipétese de uma exposicao diferente ao tabaco, e logo a infeccéo
por HPV foi considerada a responsavel pelo aumento da incidéncia do CCEO
(GILLISON et al., 2012; CHATURVEDI et al., 2013).

Publicacdes recentes demonstraram que alguns biomarcadores como o
HPV, TP53, CDKN2A, PTEN, HRAS, PIK3CA e LINE-1 apresentam impacto no
prognostico do CCEO (CHATURVEDI et al., 2013; EL-NAGGAR et al., 2017;
FURLAN et al., 2017). No entanto, na populacdo brasileira, existem poucos
estudos que investigaram a incidéncia do CCEO, e a sobrevida deste tumor
revela-se baixa e sem alteracdes significativas apesar da introducdo de novos
tratamentos (CHERNOK et al., 2009; FISCHER et al., 2010).

A profunda mudanca epidemiolégica, devido a introducdo carcinogénica
do HPV associado do CCEO em muitos paises ocidentais, tem catalisado o

reconhecimento de duas coortes clinicas distintas. Essas descobertas criaram

34



novas oportunidades para melhorar a terapia e a prevencdo primaria para o
CCEO (BERMAN & SCHILLER, 2017).

O entendimento dessa transicdo epidemiolégica num servico de
oncologia exclusivamente publico do Brasil tem impacto direto sobre o
tratamento do CCEO, com consideravel efeito sobre a qualidade de vida e a
reabilitacdo social dos pacientes, além dos custos terapéuticos. Compreender o
onus do CCEO associados ao HPV no Brasil pode ter implicacbes importantes
na prevencao, potencialmente através da vacinacao profilatica do HPV e da
provavel politica de vacinagcdo masculina, além do impacto direto sobre o
diagnéstico e tratamento dos pacientes através da introducdo de novos

biomarcadores.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estabelecer o perfil dos pacientes com carcinoma de células escamosas
de orofaringe diagnosticados no INCA de 1999 a 2010, quanto as
caracteristicas sociodemograficas, clinico-patoldgicas e moleculares.

2.2 ESPECIFICOS

1) Avaliar por imuno-histoquimica a expressdo da proteina pl6 na populacdo

de estudo;

2) Avaliar através da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa a presenca

do gene E6 do HPV do tipo 16 na casuistica;

3) Avaliar o perfil de metilacdo de LINE-1, HLTF-AS1, FAM217B e B3GALT6
em amostras de tecido tumoral de carcinoma de células escamosas de

orofaringe;

4) Associar as alteracdes moleculares identificadas nos tumores com os dados

clinico-patolégicos dessa populacao;

5) Associar as alteracdes moleculares detectadas com recidivas, acometimento

de linfonodos e sobrevida na populacao do estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA sob
o numero CAAE 60480316.0.0000.5274 (Anexo 8.1) e teve como fonte
financiadora a Fundacdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) sob o numero de processo APQ-
1/208538/2014.2 (Anexo 8.2) e Conselho Nacional de Pesquisas (CNPq). Tal
estudo foi desenvolvido no Laboratério do Programa de Carcinogénese
Molecular (PCM) do Centro de Pesquisas (CPQ) e na Divisdo de Patologia
(DIPAT) do INCA.

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

Esse estudo € uma coorte retrospectiva que utiliza material em parafina
referente as biopsias ou pecas cirdrgicas oriundas de pacientes com
carcinomas de células escamosas de orofaringe diagnosticados no periodo
entre 1° de janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2010 no Hospital de Cancer |
(HCI) do INCA. Foram incluidos no grupo de estudo os pacientes com tumor
primario de orofaringe e com diagnostico de CCE confirmado por exame
histopatoldgico. Foram excluidos os pacientes com tumores primarios ocultos
da orofaringe, sem informacdo de acompanhamento, cujos blocos de parafina
representativos do tumor ndo estavam disponiveis ou ndo apresentavam

material representativo do tumor ou mal conservado.

Os dados sociodemograficos, clinico-patolégicos e de acompanhamento
da populacdo selecionada foram coletados dos prontuarios e armazenados.
Dos prontuarios de cada um dos pacientes foram compiladas as informacdes

dos CCE de orofaringe demonstradas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Dados sociodemograficos, clinico-patologicos e de

acompanhamento coletados da populacéao de estudo.
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Dados do paciente

Sexo
Cor da pele
Escolaridade
Tabagismo
Etilismo
Data de entrada
Data de nascimento
Data da biépsia
Data da confirmacédo do diagnéstico pelo INCA

Informacdes sobre a doenca

Localizag&o
Outros tumores
TNM clinico
Estadiamento clinico

Informagdes sobre o tratamento

Tratamento inicial
Data do tratamento inicial
Tratamento adjuvante
Data do término do tratamento

Informagdes sobre a cirurgia

Esvaziamento cervical
Margens livres
TNM patolégico
Estadiamento patoldgico

Dados do acompanhamento

Progressédo da doenca
Recidiva
Tipo de recidiva
Segundo tumor primario
Obito
Data sem evidéncia de doenca
Data da recidiva
Data da ultima consulta
Data do segundo tumor primério
Data do 6bito

Informac@es histopatoldgicas

Gradacao da OMS da bidpsia
Gradacao da OMS da cirurgia
Espessura do tumor
Invasdo perineural

3.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Todos os casos foram revisados através das laminas histopatoldgicas de
rotina, coradas por hematoxilina e eosina (HE), para aplicacdo da gradacao
histopatoldgica da Organizacdo Mundial de Saude - OMS (EL-NAGGAR et al.,
2017) e da classificacdo descritiva proposta por BRODERS, 1941. Novos
recortes em HE foram realizados, e essas laminas foram avaliadas ao
dois observadores (SQCL e LAB),

separadamente. Em caso de davida ou impasse, um terceiro observador (LWP)

microscopio optico de luz por

foi consultado, segundo as caracteristicas histopatolégicas propostas por cada

sistema de classificacao.
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3.2.1 GRADACAO HISTOPATOLOGICA DA OMS

Para o emprego da classificagcdo proposta pela OMS (EL-NAGGAR et
al., 2017), o critério utilizado foi o grau de diferenciacéo celular, classificando os
CCE de orofaringe em bem, moderadamente e pouco diferenciados.

Os CCE bem diferenciados apresentam sua arquitetura tecidual
semelhante ao padrdo normal de epitélio escamoso, com grandes células
diferenciadas escamosas semelhantes a ceratindcitos e pequenas células do
tipo basal, geralmente localizadas na periferia das ilhas tumorais. Exibem
pontes intercelulares, ceratinizagdo completa e mitoses escassas. Os CCE
moderadamente diferenciados apresentam mais pleomorfismo nuclear e
mitoses, incluindo mitoses atipicas, normalmente com menos ceratinizacdo. Ja
naqueles que se mostram pouco diferenciados, ha o predominio de células
basais, com numerosas mitoses tipicas e atipicas, pontes intercelulares pouco
visiveis e ceratinizagcdo minima ou ausente (EL-NAGGAR et al.,, 2017). A
gradacao histopatoldgica proposta pela OMS pode ser visualizada na tabela e

na figura a seguir (Tabela 3.2 e Figura 3.1).

Tabela 3.2: Gradacdo histopatologica proposta pela OMS, baseada na
diferenciacéo celular (EL-NAGGAR et al., 2017).

BEM

DIFERENCIADO

MODERADAMENTE
DIFERENCIADO

POUCO

DIFERENCIADO

Semelhanga com o epitélio

. Muita Intermediaria Pouca
de origem
Ceratinizacao Abundante Intermediaria Minima
Pleomorfismo celular e Presente Intermediario Predomina
nuclear
Pontes intercelulares Nitidas Intermediaria Pouco nitidas
Atividade mit6tica .

Presente Evidente Numerosa

(mitoses tipicas e atipicas)

Adaptado de EL-NAGGAR et al., 2017.
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Flgura 31 Gradagao hlstopatologlca da OMS A Bem diferenciado; B
Moderadamente diferenciado; C Pouco diferenciado (EL-NAGGAR et al.,
2017).

3.2.2 CLASSIFICACAO DESCRITIVA POR BRODERS

Em 1920, Broders prop6s um método para a gradacéo do carcinoma de
células escamosas. A classificacdo estabelecida em 1920, posteriormente,
revisada em 1925 baseou-se no principio fundamental de diferenciacao celular.
Tal classificacdo observa a presenca de células heterogéneas no cancer, com
processo de maturacdo diferenciado em relacdo ao tecido hospedeiro, sendo
uma classificacdo totalmente dissociada da historia clinica do paciente
(BRODERS, 1941; LOURENCO et al., 2007).

Os carcinomas foram divididos em quatro graus, variando de 1 a 4.
Carcinomas grau 1 apresentavam até 25% de células indiferenciadas. Aqueles
de grau 2 possuiam de 25% a 50% de indiferenciacdo. Os de grau 3
apresentavam células indiferenciadas ocupando de 50% a 75% do tumor e,
nagueles de grau 4, observava-se indiferenciacdo de 75% a 100% do tumor
(BORDERS, 1941).

A classificacdo descritiva proposta por BRODERS pode ser visualizada

na tabela a seguir (Tabela 3.3).

Tabela 3.3: Classificacdo descritiva para o CCE (BRODERS, 1941).
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PARAMETRO CARACTERISTICAS

Grau 1 0 a 25% de células indiferenciadas

Grau 2 25 a 50% de células indiferenciadas
Grau 3 50 a 75% de células indiferenciadas
Grau 4 75 a 100% de células indiferenciadas

Adaptado de BRODERS, 1941.

3.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

3.3.1 REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A andlise imuno-histoquimica foi realizada no Laboratorio de Suporte a
Pesquisa e Biologia Molecular da Divisdo de Patologia (DIPAT), do INCA. Foi
utilizado o anticorpo anti-p16'"*42 (clone E6H4 ™/Roche®) do CINtec Histology
kit (Roche mtm Laboratories, AG, Germany) num valor de referéncia ao
sistema de automacgdo Ventana BenchMark XT Autostainer, pela técnica
multimérica automatizada em todos os blocos selecionados, contendo tumor
(Tabela 3.4).

Foram feitos dois recortes seriados na espessura de 3 ym usando um
micrétomo Leica Biosystems® de cada bloco selecionado para o estudo. Estas
secOes foram cortadas em laminas com carga (SuperFrost® Plus, VWR). Apés
0s cortes, as laminas foram submetidas a um sistema de deteccao baseado em
tecnologia multimérica automatizado (BenchMark XT, Ventana Medical
Systems, Inc.) com utilizacdo do anticorpo primario para deteccao da proteina
pl16'NK4a O anticorpo primario foi adquirido pré-diluido e, portanto, pronto para
uso. As reacbes de imuno-histoquimica foram realizadas de acordo com

protocolo estabelecido apds a padronizacdo dos anticorpos testados.

Inicialmente, foi feita a desparafinizacdo dos cortes, utilizando a solugéo
EZ Prep (Ventana, Roche®, USA), e as laminas foram aquecidas a 76°C por
guatro minutos. A seguir, a recuperacao antigénica para imunomarcacado com o
anticorpo anti-p16 foi realizada com a utilizacdo de tampéo de pH alto CC1

aquecido a 37°C (Ventana, Roche®, USA) por 60 minutos.
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Posteriormente, as laminas foram lavadas com a solugdo Reaction
Buffer (Ventana, Roche®, USA) a 37°C e incubadas por quatro minutos nessa
mesma solugdo. A seguir, foi realizado o bloqueio de ligacdes inespecificas,
utilizando uma gota de UV Inhibitor (Ventana, Roche®, USA) nas laminas por
guatro minutos, seguida de lavagem com a solugcéo Reaction Buffer (Ventana,
Roche®, USA).

Em seguida, foram aplicados 100 pyL do anticorpo primario através do
Prep Kit (Ventana, Roche®, USA) - dispensador que vem preenchido com
anticorpo pronto para uso na diluicdo ideal. As laminas com anticorpo anti-p16
foram incubadas a 37°C por 16 minutos. E depois foi realizada uma nova

lavagem com Reaction Buffer (Ventana, Roche®, USA).

Apés essa etapa, foi realizada a aplicagdo do multimero da reacéo
através da solucdo UV HRP UNIV MULT (Ventana, Roche®, USA) nas laminas
durante oito minutos. Apdés, seguiu-se outra lavagem com a solucdo Reaction
Buffer (Ventana, Roche®, USA).

Para revelacdo da reacdo, as laminas foram incubadas por oito minutos
com uma gota de UV DAB (Ventana, Roche®, USA) e uma gota de UV DAB
H20:2 (Ventana, Roche®, USA), lavadas com Reaction Buffer (Ventana, Roche®,
USA) e, apos incubacdo com uma gota de UV COPPER por quatro minutos,

foram novamente lavadas com Reaction Buffer (Ventana, Roche®, USA).

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina (Ventana, Roche®,
USA) por oito minutos, lavadas com Reaction Buffer e diferenciadas com uma
gota do pébs-contrastante Bluing Reagent (Ventana, Roche®, USA). Em
seguida, as laminas foram retiradas do equipamento (BenchMark XT, Ventana

Medical Systems, Inc.).

Por fim, foi feita a desidratacdo dos cortes em trés banhos de alcool a
95% (cinco minutos cada); trés banhos de alcool absoluto (cinco minutos cada),
seguida por seis banhos de xilol, por cinco minutos cada, para clarificacdo. As
laminulas foram montadas com Enthellan® (Merck) e avaliadas ao microscépio

de luz.

Em todas as laminas foram incluidos controles positivos previamente

estabelecidos e controles negativos em todas as reacdes, elaborados a partir
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da omissdo do anticorpo primario, de forma a assegurar a sensibilidade das
reacoes (Tabela 3.4).

Tabela 3.4: Protocolo utilizado na reacdo imuno-histoquimica referente ao

anticorpo aplicado na presente populacéo de estudo.

ANTICORPO TEMPO NO RECUPERAGCAO ANTICORPO CONTROLE POSITIVO
. CLONE FORNECEDOR _ . DAB
PRIMARIO ANTICORPO ANTIGENICA SECUNDARIO E NEGATIVO

. . . ) Adenocarcinoma de
Anti-p16"™Kaa E6H4™ Roche 16 min CC1pH alto Multimero 8 min i
colo de utero

3.3.2 ANALISE DOS RESULTADOS DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Os resultados imuno-histoquimicos foram analisados por dois
observadores, separadamente, e quando houve duavida, os casos foram
revistos para chegar a um consenso. Primeiramente, as laminas foram
avaliadas quanta a positividade e negatividade das células neoplasicas para a
proteina p16. Em seguida, foi avaliada a imunoexpressao semi-quantitativa de
cada caso, segundo EVANS et al. (2013) foram classificados como positivos
para HPV os casos com marcacdo de pl6 nuclear e citoplasmatica forte e
difusa presente em mais de 70% das células malignas. Todos o0s outros

padrdes de marcacao foram classificados como negativos (Figura 3.2).

Figura 3.2: CCE de amigdala demonstrando testes para HPV. A Resultado

imuno-histoquimico positivo para pl6. B Resultado imuno-histoquimico para
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pl6 que foi julgado como negativo por consenso (Adaptado de THAVARAJ et
al., 2011).

3.4 ANALISE MOLECULAR

A analise molecular foi realizada no Laboratério do PCM, CPQ, INCA.

3.4.1 EXTRACAO DE DNA DE TECIDO PARAFINADO

A extracéo foi realizada como descrito pelo manual de uso do QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN®). Desta forma, foram utilizadas para a
extracdo de DNA seis se¢des com 10 um de espessura dos blocos contendo

material de resseccéo cirurgica ou bidépsia de CCE de orofaringe.

Esta etapa foi seguida do processo de desparafinizacdo realizado a
partir da adicdo de 1 mL de xilol aos cortes isolados em microtubos,
homogeneizacdo com o0 uso de equipamento de geracdo de vortex por 10
segundos e centrifugacao a 14.000 rpm por cinco minutos para a sedimentacéo
do material celular, seguida da remocdo do sobrenadante com a pipeta. A
retirada do xilol ocorreu com a adicdo de 1 mL de alcool etilico absoluto nos
microtubos contendo o material, homogeneizacdo com o uso de equipamento
de geracédo de vortex por 10 segundos e centrifugacdo a 12.000 rpm por 10
minutos para a sedimentacdo do material celular. Seguido da remocéao do
sobrenadante com a pipeta. O residuo de alcool etilico foi evaporado a partir do

acondicionamento dos microtubos a uma temperatura de 37°C por 10 minutos.

Foram entdo adicionados tampédo de digestdo (ATL) e proteinase K,
fornecidos no kit, homogeneizacdo com o uso de equipamento de geracdo de
vortex por 10 segundos e as amostras foram incubadas a 56°C por uma hora
no equipamento Thermomixer Comfort (EPPENDORF®). A inativacdo da
proteinase K foi realizada pela manutencdo das amostras a 90°C em agitacao
constante durante 1 hora. As amostras foram entdo centrifugadas brevemente

a 12.000 rpm e foram adicionados 200 yL de tampéao de ligagdo AL e 200 yL
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de alcool etilico absoluto. Apdés a homogeneizacdo das solucdes e
centrifugacéo breve a 12.000 rpm, este contetudo foi entdo transferido para a
uma coluna com tubo coletor (QlAamp MinElute column) e centrifugado a 8.000
rpm por dois minutos. A solugéo coletada no tubo foi descartada. Adicionou-se
em seguida 500uL de tamp&o de lavagem (AW1) a coluna e esta foi
centrifugada a 8.000 rpm por dois minutos. A solugdo coletada no tubo foi
descartada. Foram adicionados em seguida 500 yL de um segundo tampé&o de
lavagem (AW2) a coluna e esta foi centrifugada a 8.000 rpm por dois minutos.
A solucgéo coletada no tubo foi descartada. Foi realizada uma centrifugacéo a
14.000 rpm por trés minutos para a retirada de qualquer residuo do tampao. O
tubo coletor foi entdo descartado e substituido por um microtubo de capacidade
de 1,5 mL. Em seguida, foram acrescentados ao centro da coluna 50 yL de
tampéo de eluicdo (ATE). Por fim, este material foi centrifugado a 14.000 rpm
por um minuto e o DNA coletado foi estocado em refrigeracéo a -20°C.

3.4.2 QUANTIFICACAO DO DNA

Uma aliquota do material extraido (2 upL) foi quantificada através da
leitura de absorvancia em espectrofotbmetro NanoDrop (Uniscience®)
utilizando comprimento de onda igual a 260 nm. A pureza do DNA foi verificada
a partir da leitura a 280 nm, para a deteccdo de uma eventual contaminagao da
amostra por proteinas. Quando a relacdo das densidades oticas, A2so/A2s0, foi

igual ou maior que 1,7, o material foi considerado puro.

3.4.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE — B-Actina

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para
amplificar a regido do DNA genbémico correspondente ao gene (-actina (250
pb) para avaliacdo da viabilidade de amplificacdo das amostras incluidas no

estudo. As condi¢cBes especificas da reacdo estdo ilustradas na Tabela 3.5,
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sendo que estas e as concentragdes finais dos reagentes foram padronizadas
no laboratério do PCM (Tabela 3.5).

Tabela 3.5: Condicbes da reacdo de PCR: regido amplificada,
oligonucleotideos especificos, temperatura de anelamento e o tamanho do
produto amplificado.

TEMPERATURA TAMANHO DO
DE ANELAMENTO PRODUTO

GENE OLIGONUCLEOTIDEOS 5’ — 3’

S: CCAGTGGCTTCCCCAGTGT
B-ACTINA 58°C 250 pb
AS: ATGAGGTAGTCAGTCAGGTCCC

Abreviagfes: Senso, S; Antissenso, AS.

A reacgdo de PCR para B-actina foi realizada utilizando 2,5 yL tampéo de
PCR 10X (INVITROGEN®), 0,75 uL de MgCl> 50 mM (INVITROGEN®), 0,5 pL
de mistura de dNTPs 10 mM, 0,5 uL de DNA polimerase Taq Platinum
(INVITROGEN®), 0,5 uL de cada par de oligonucleotideos 10 pmol/uL (senso e
antissenso), 50 ng de DNA a ser amplificado e agua ultra pura estéril para
completar o volume final de reacéao de 25 pL. Todas as reacdes foram feitas em

duplicata.

A amplificacdo deste gene foi realizada no termociclador Veriti (Applied
Biosystems®), com uma pré-desnaturacdo (5 minutos a 95°C), seguida de 50
ciclos consistindo de trés etapas: desnhaturacdo (30 segundos a 95°C),
anelamento (45 segundos a 58°C) e extensao (30 segundos a 72°C) e uma
extensao final por 10 minutos a 72°C. Os produtos das reacdes de amplificacédo
de B-actina foram entdo visualizados em gel de agarose 2% como ilustrado na

Figura 3.3.
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Figura 3.3: Foto de eletroforese em gel de agarose 2% para avaliar a
amplificacdo do fragmento do gene B-actina (250 pb). As bandas especificas
presentes nas linhas 2 - 16 séo referentes a amplificacdo a partir de DNA
extraido de material parafinado.

3.4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (PCRQ) — E6
HPV 16

A técnica de PCRq foi utilizada para avaliar a presenca do DNA do HPV
do tipo 16 a partir da amplificacdo do gene E6 do HPV. A sequéncia dos
oligonucleotideos especificos para amplificacdo de segmento do gene (ZHAO
et al., 2005) e as demais informacdes sobre a reacdo de PCR em tempo real
encontram-se na Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores da reacdo de PCRq.

GENE OLIGONUCLEOTIDEOS 5’ — 3’ TAMANHO DO PRODUTO

S: TCAGGACCCACAGGAGCG
E6 HPV 16 120 pb
AS: CCTCACGTCGCAGTAACTGTTG

Abreviacdes: Senso, S; Antissenso, AS.

As reacdes foram realizadas na plataforma Rotor-gene (QIAGEN®). Em
cada reacdo foram adicionados 5 pL de tampdo SYBR green FAST 2x
(QIAGEN®), 1 L de cada um dos oligonucleotideos especificos da reacdo a 10
pmol/uL (senso e antissenso), 25 ng de DNA a ser amplificado e agua ultra
pura estéril para completar o volume final de reacdo de 10 ul. Todas as reacdes
foram realizadas em triplicata.

A ciclagem consistiu de uma incubacdo a 95°C por cinco minutos,
seguida de 45 ciclos de desnaturacdo a 95°C por cinco segundos e
anelamento/amplificacdo a 60°C por 10 segundos. ApOs cada ciclo, a
fluorescéncia foi capturada. Ao fim da reacédo, foi adicionada uma curva de
dissociacdao (Curva de Melt) a fim de verificar a formacdo de produtos

inespecificos, formacao de estruturas secundarias e contaminacao na reacgao.
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Para a determinacdo da eficiéncia dos oligonucleotideos iniciadores
especificos do gene foi estabelecida uma curva padrdo de amplificacdo
utilizando uma diluicdo seriada de DNA do controle positivo da reacdo
(adenocarcinoma de colo de utero).

Para esta padronizacao foram utilizados trés casos de adenocarcinoma
de colo de utero, visto que o desenvolvimento do cancer do colo de Utero esta
diretamente relacionado a presenca da infec¢ao pelo HPV oncogénico. Os trés
casos selecionados haviam sido submetidos ao mesmo tipo de
armazenamento e processamento que os casos de CCEO incluidos neste
estudo. Os trés controles utilizados como padrdo apresentaram Ct médio de
amplificagéo para o gene E6 do HPV do tipo 16 de 27 ciclos.

A partir do estabelecimento desta curva, foram considerados positivos
para HPV os casos que apresentassem um Ct de amplificacdo igual ou inferior
ao do controle positivo, a partir da mesma quantidade de DNA (25 ng). Todos

0s outros casos foram classificados como negativos.

3.4.5 STATUS DO HPV

O status do HPV foi estabelecido a partir da combinagcéao dos resultados
da expressao da proteina p16 e da presenca do gene E6 do HPV do tipo 16.
Os casos positivos tanto para pl6 quanto para E6 foram considerados positivos
para a infeccdo pelo HPV. Todos os outros padrdoes foram considerados

negativos para a presenca do HPV.

3.5 CARACTERIZACAO DO PERFIL DE METILACAO

3.5.1 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO

Com o objetivo de transformar as citosinas ndo metiladas em uracila (as
citosinas metiladas permanecem inalteradas), 500 ng de DNA gendmico foram

submetidos ao tratamento com bissulfito de sddio, utilizando EpiTect Bisulfite
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Kit (QIAGEN®), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Apés o
tratamento, o DNA foi eluido em 20 pyL do tampéao de elui¢édo fornecido no kit,

de maneira que sua concentracao final fosse de 25 ng/uL (Figura 3.4).

ggggatg_ttCGgtga tgg (fita superior)
gta_ggaaGC ga“tga (fita inferior)

Conversao de bissulfito

gggglatg.  ttCGg. tga. tgg (fita superior)
gta' 'ggaaGCi . /ga 'tga (fita inferior)

Figura 3.4: Principio basico da conversdo de bissulfito onde as citosinas nao

metiladas sao convertidas em uracila (Adaptado de ILLUMINA, 2010).

3.5.2 ANALISE DE METILACAO GLOBAL PELA AVALIACAO DE LINE-1

Um total de 25 ng de DNA gendmico foi amplificado utilizando primers
especificos para o elemento transponivel LINE-1 (familia 1.2) (Tabela 3.7).
Para que posteriormente apenas uma das fitas amplificadas seja selecionada,
um dos oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR deve ser marcado com
biotina. Além disso, foi incluida na sequéncia a ser analisada ao menos uma
citosina que nao fosse parte de um sitio CpG como controle interno da

conversao com bissulfito de saédio.
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Tabela 3.7: Sequéncia dos primers utilizados na analise de LINE-1 por

pirosequenciamento.

ELEMENTO TEMPERATURA TAMANHO DO
3 PRIMERS (DNA MODOFICADO) 5’ - 3’
TRANSPONIVEL DE ANELAMENTO PRODUTO

S: 5' biotina-TAGGGAGTGTTAGATAGTGG
LINE-1

) AS: 5' ACCTCCCTAACCCCTTAC 56°C 108 pb
(familia 1.2)

SEQ: 5" AACTCCCTAACCCTTTAC

Abreviacfes: Senso, S; Antissenso, AS; Sequéncia, SEQ.

A reacgdo de PCR para LINE-1 foi realizada utilizando 5 pL de tampéo de
PCR 10X (INVITROGEN®), 1,5 uL de MgCl> 50 mM (INVITROGEN®), 1 uL de
dNTPs 10 mM, 0,25 uL de DNA polimerase Taq Platinum (INVITROGEN®), 1
ML de cada oligonucleotideos 10 pmol/uL (senso e antissenso), 2 pL (50 ng) de
DNA a ser amplificado e agua ultrapura estéril para completar o volume final de
reacao de 50 pL.

A amplificacdo de LINE-1 foi realizada no termociclador Veriti (Applied
Biosystems®), com uma pré-desnaturacéo (15 minutos a 95°C), seguida de 50
ciclos consistindo de trés etapas: desnaturacdo (40 segundos a 95°C),
anelamento (40 segundos a 56°C) e extensdo (40 segundos a 72°C) e
extensao final por 10 minutos a 72°C. Os produtos das reacdes de PCR foram

entdo visualizados em gel de agarose 2% como ilustrado na Figura 3.5.

- T g e e D " cup e e e (T
50 pb

Figura 3.5: Foto de eletroforese em gel de agarose 2% para avaliar a
amplificacdo do fragmento do elemento transponivel LINE-1 (108 pb). As

bandas especificas presentes nas linhas 2 — 13 sé&o referentes a amplificacéo a
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partir de DNA extraido de material parafinado submetido a conversdo com
bissulfito de sédio.

3.5.3 ANALISE DE METILACAO PARA AVALIACAO DA ASSINATURA
EPIGENETICA DA INFECCAO PELO HPV

A técnica quantitativa de pirosequenciamento foi utilizada para validar a
assinatura epigenética da presenca do HPV através dos genes HLTF-ASL1,
FAM217B e B3GALT®6, jA que mudancas de metilacdo nestes genes fornecem
uma assinatura preditiva de status do HPV altamente especifica (DEGLI
ESPOSTI et al., 2017).

Um total de 25 ng de DNA gendmico foi amplificado utilizando primers
especificos para cada gene de interesse (Tabela 3.8) (DEGLI ESPOSTI et al.,
2017). Para que posteriormente apenas uma das fitas amplificadas seja
selecionada, um dos oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR foi ser
marcado com biotina. Além disso, foi incluida na sequéncia a ser analisada ao
menos uma citosina que ndo seja parte de uma ilhota CpG como controle
interno da conversao com bissulfito de sédio. A reacdo de PCR foi realizada em
um volume final de 50 pL contendo Tampéo 1X, 0,2 mM dNTP Mix, 0,2 mM de
cada primer e 1,25 unidades de DNA polimerase HotStarTaq (QIAGEN®). A
amplificacdo foi realizada nas seguintes condicOes: pré-desnaturacdo (15
minutos a 95°C), seguida de 50 ciclos de desnaturacao (30 segundos a 95°C),
anelamento (30 segundos na temperatura especifica para cada par de primers)
e extensdo (30 segundos a 72°C). Os produtos das reacbes de PCR foram
entdo visualizados em gel de agarose 2%. As condi¢cdes especificas das

reacdes estdo ilustradas na Tabela 3.8.

Tabela 3.8: Sequéncias dos primers utilizados nas analises por

pirosequenciamento.

Temperatura Tamanho do

Gene Primers (DNA modificado) 5’ — 3 de Anelamento Produto
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S:5' TATTTTATTTTATTTTTTGTGGTG
HLTF-AS1 AS: 5' biotina-CTAAATTCCATTTAAAATTTTCC 53°C 115 pb
SEQ: 5' TTTGTGGTGAAT

S: 5 GTGATTTTTTTTTTAGGGTTAT
FAM217B AS: 5’ biotina-AAACCCTAAAAACCRCTACT 54°C 127 pb
SEQ: 5 TAGGGTTATTTT

S:5 GTGTTTTTGGGYGTTTGGT
B3GALT6

s£o1 AS: 5’ biotina-CCAAATACTAATTACTACAAC 47°C 103 pb
SEQ1: 5 TTAGYGGGAGTA
S: 5 TGGAGGATATGTTGGAGAAGTA
B3GALT6 e
s£02 AS: 5' biotina-TAAAACAAACRCAACTACACCTC 56°C 82 pb

SEQ2: 5 ATGTTGGAGAAGTA

Abreviacgfes: Senso, S; Antissenso, AS; Sequéncia 1, SEQ1; Sequéncia 2, SEQ2.

354 ANALISE DA METILACAO DE SITIOS CPG POR
PIROSEQUENCIAMENTO

Os produtos de PCR de LINE-1, HLTF-AS1, FAM217B e B3GALT6
foram submetidos a analise da metilacdo de ilhotas CpG por
pirosequenciamento, onde tais produtos foram coletados utilizando “beads”
revestidas com estreptavidina diluidas em tampéao de ligacdo (10 mM Tris-HCI;
2 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1% Tween 20 — pH 7,6) com o objetivo de ligar
apenas as fitas biotiniladas. Apds dez minutos de agitagdo, as “beads” foram
aspiradas utilizando a “Vacuum Prep Workstation”, lavadas com etanol 70%,
seguida por desnaturacdo com NaOH e lavagem (10 mM Tris-Acetato — pH
7,6). Apos a adicdo de 40 pL da solucéo de primer de sequenciamento 0,4 mM
diluido em tamp&o de anelamento (20 mM Tris-Acetato; 2 mM MgAc. — pH 7,6),
o MIX (“beads” e oligonucleotideos) foi desnaturado por 2 minutos a 80°C e
entdo resfriado por 20 minutos para atingir a temperatura de anelamento dos
primers. Os volumes de dNTPs, enzimas e substrato foram definidos de acordo
com a sequéncia sequenciada. A fita biotinilada foi entdo sequenciada com o

sistema PyroMark Q96 (QIAGEN®).
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Esta técnica baseia-se no sequenciamento por sintese, onde temos a
adicdo e incorporagdo sequencial de nucleotideos. O nucleotideo s6 é
incorporado pela DNA polimerase se for complementar a fita molde, sendo que
essa incorporacdo pode ser monitorada em tempo real. Inicialmente, um
oligonucleotideo desenhado especialmente para o sequenciamento se anela a
fita simples do produto gerado na reacdo de PCR, a qual serve como molde
para a sintese. Sdo entdo adicionadas as enzimas DNA polimerase, ATP
sulfurilase, luciferase e apirase, assim como o0s substratos adenosina 5
fosfosulfato (APS) e luciferina. Em seguida, o primeiro desoxiribonucleotideo
trifosfato (ANTP) é adicionado a reacdo. Caso ele seja complementar a fita
molde, a DNA polimerase o incorpora a fita que estd sendo sintetizada. Cada
incorporagcdo é acompanhada da liberacdo de pirofosfato (PPi) em uma
guantidade equimolar a quantidade de nucleotideo incorporada. A enzima ATP
sulfurilase converte entdo o PPi em ATP na presenca de APS. O ATP
produzido é utilizado na conversao de luciferina em oxiluciferina (reacao
catalisada pela enzima luciferase) que gera luz em uma intensidade
proporcional a quantidade de ATP. A luz produzida é captada e visualizada
como um pico no gréafico luz X tempo, sendo que a altura de cada pico é
proporcional a quantidade de nucleotideos adicionados. Enquanto isso, a
apirase degrada continuamente os nucleotideos n&o incorporados e o ATP.

Quando esta etapa € concluida, um novo nucleotideo é adicionado.

O meétodo de pirosequenciamento trata cada sitio CpG como um
polimorfismo C/T e gera um dado quantitativo da proporcédo relativa do alelo
metilado versus o alelo ndo metilado. Os niveis de metilacdo dos sitios CpG de
interesse foram avaliados convertendo os pirogramas em valores numéricos
correspondentes as alturas dos picos obtidos e calculando a média de todos os

sitios CpG analisados para um promotor especifico.

3.5.5 ANALISE DOS RESULTADOS DE METILACAO

Apés os resultados do pirosequenciamento, a avaliacdo da metilacédo

global através da andlise de LINE-1 foi calculada o valor médio dos niveis de
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metilacdo dos seis sitios CpGs de interesse. A mediana de metilacdo desse
gene foi estabelecida como o valor de corte, onde os valores maiores ou iguais
a mediana foram classificados como hipermetilados e consequentemente, os

valores menores que a mediana como hipometilados para o gene LINE-1.

J& para a avaliagdo da assinatura epigenética da infeccdo pelo HPV
foram utilizados os niveis médios de metilacdo, obtidos apds resultados do
pirosequenciamento, dos cinco sitios CpGs de interesse dos genes HLTF-AS1,
FAM217B e B3GALT6, gerando assim o indice médio de metilagcdo (IMM),
onde o valor de corte foi de 0,75 (correspondente ao percentual de 75% de
metilacdo). Dessa forma, as amostras com IMM menor que 0,75 foram
classificadas como HPV positivas e logo, os casos com IMM maior ou igual a
0,75 foram classificados como HPV negativos (DEGLI ESPOSTI et al., 2017).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas através do programa SPSS®
(Statistical Package for Social Sciences), versdo 20.0 para Windows e do

software GraphPad Prism®, versao 5 para Windows.

3.6.1 ANALISES DESCRITIVA E DE ASSOCIACAO

As informagdes sociodemograficas, clinico-patologicas e de
acompanhamento dos pacientes com CCE de orofaringe foram registradas nas
fichas de coleta (Anexo 8.3), armazenadas em uma planilha do Microsoft
Excel® e em um banco de dados elaborado no software Epi Info versao 3.5.1
for Windows. A analise descritiva das caracteristicas sociodemograficas,
clinico-patolégicas e moleculares foi realizada por meio de medidas de
tendéncia central (média e mediana) e de dispersdo (desvio padrdo, valores
minimo e maximo) para as variaveis quantitativas e frequéncias absoluta e

relativa para as variaveis qualitativas.
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Para a avaliacdo da distribuicdo das variaveis quantitativas foi realizado
o teste de Kolmogorov-Smirnov. Sendo a distribuicdo normal, foi calculada a
diferenca entre as médias dos grupos por meio do teste T- student (pareado ou
ndo pareado). Ja quando os dados ndo obedeceram a normalidade, foram
utilizados testes ndo paramétricos (Wilcoxon ou Mann-Whitney U para
amostras pareadas e ndo pareadas, respectivamente). As correlacdes de
Pearson e de Spearman foram utilizadas para avaliarmos a relagéo entre duas
variaveis cujos dados obedeceram a uma distribuicdo normal e néo-
paramétrica, respectivamente. A acuracia preditiva foi avaliada pela area sob a
curva (AUC) para metilacdo de LINE-1 e assinatura epigenética do HPV.

Para avaliar a associacao entre as variaveis sociodemogréficas, clinico-
patolégicas e moleculares com o desfecho de interesse foi realizado o teste do

Qui-quadrado e, quando necessario, o teste exato de Fisher.

As decisOes estatisticas foram tomadas ao nivel de significancia de
p<0,05.

3.6.2 ANALISE DE SOBREVIDA

Foi feita a analise de sobrevida global, de sobrevida livre de doenca e de
sobrevida especifica. Uma avaliacdo exploratoria inicial foi realizada utilizando-
se o0 método de Kaplan-Meier com o objetivo de identificar possiveis diferencas
entre as curvas para cada grupo de exposicdo. O teste de Log-Rank foi
utilizado para comparacdo entre os grupos. Na analise univariada, por meio do
modelo dos riscos proporcionais de Cox, as variaveis com p<0,20 foram
selecionadas para o modelo multiplo. Utilizando-se o método enter (Stepwise
Forward), as variaveis previamente selecionadas foram introduzidas neste
modelo, sendo a ordem de entrada definida pela significancia estatistica obtida
na analise univariada. As varidveis com importancia clinico-epidemiolégica
foram incluidas no modelo, mesmo que nao apresentassem significancia

estatistica. Foram retidas no modelo final as varidveis com p<0,05.

Para a sobrevida global, foram consideradas as datas do Obito por

gualquer causa, para sobrevida especifica, do 6bito por cancer de orofaringe e,
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para a sobrevida livre de doenca, da recidiva locorregional ou metastase a
distancia. As informac¢des da causa e a data do 6bito foram obtidas por meio do
relato no prontuario fisico e/ou eletrénico ou ainda, no Registro Hospitalar de
Cancer. Para a sobrevida livre de doenca a data da realizacdo do exame de
confirmacédo diagnostica de recidiva ou metéstase, obtida a partir do prontuario
fisico e/ou eletrénico, foi considerada para os dados de recidiva locorregional e
metastase a distancia. Ja para a sobrevida global, foram considerados como
dados censurados aqueles referentes a individuos vivos ao final do estudo e
agueles para 0s quais ndo se conseguiu comprovar a condicao vital (perda de
seguimento). Neste caso, foi considerada a data da Ultima informacédo
registrada em prontuario fisico e/ou eletrénico. Na sobrevida especifica, os
Obitos por outras causas além do cancer de orofaringe foram censurados. O
tempo de sobrevida global foi calculado a partir da data do inicio do tratamento
na instituicdo até a data do oObito por qualquer causa ou ultimo seguimento. O
mesmo foi considerado para a sobrevida especifica, que considerou a data do
Obito por cancer de orofaringe ou decorrente do seu tratamento. Para sobrevida
livre de doenca, o tempo foi calculado a partir da data do final do tratamento até

a data do diagnéstico de recidiva ou metastase.

O tempo de seguimento utilizado para as analises de sobrevida foi feito
em 60 meses. Para todas as analises, p-valor menor que 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS

Inicialmente, foram selecionados todos os pacientes contendo CCE
exclusivos da orofaringe matriculados no INCA entre 01 janeiro de 1999 e 31
de dezembro de 2010, 1128 casos de CCE foram levantados, destes 220
casos foram excluidos devido a localizacdo anatémica do tumor, ndo sendo
possivel estabelecer se o tumor era inicialmente da orofaringe ou de outro sitio
de cabeca e pescoco. Entédo, 908 casos foram identificados, destes 471 casos
tiveram que ser excluidos por serem casos de revisdo de lamina, né&o
apresentando qualquer tipo de material representativo do tumor (bloco de
parafina) para a realizacdo dos experimentos. Dessa forma, 438 casos foram
selecionados inicialmente para o estudo, mas destes 91 casos ndo continham
informagdes de acompanhamento, haviam apenas sido matriculados no INCA,

e logo excluidos do presente trabalho.

Partindo entdo do levantamento inicial, a populacéo de interesse era de
908 (100%) pacientes e ap0s a aplicacdes dos critérios de inclusdo e exclusédo
foram considerados aptos a participar do estudo 346 (38,1%) pacientes,

representando assim a populacao final do trabalho.

4.1 PERFIL DA POPULACAO DE ESTUDO

Foram coletados os dados sociodemograficos e clinico-patolégicos dos
prontuarios de 346 pacientes e observou-se que homens (89%), brancos
(48%), com idade entre 41 e 60 anos (69%) foram os mais acometidos. A idade
média foi de 57,53 anos e variou entre 0 maximo e o minimo de 89 e 34 anos,
respectivamente. Predominaram pacientes com primeiro grau incompleto
(62,4%), tabagistas ou ex-tabagistas (94,6%) e etilistas ou ex-etilistas (88,2%)
com tumores extensos, que comtemplam dois ou mais sitios da orofaringe
(68,8%) e localizacao isolada em palato mole (56,9%), em estadiamento clinico
IV (54,9%), tratados com intencéo curativa (54,3%), submetidos principalmente

radioterapia exclusiva (45,7%) e que ndo realizaram tratamento adjuvante
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(92,2%). Foram identificados 106 casos (30,6%) de recidiva, principalmente
local (72,6%). A maioria dos pacientes ndo apresentou progressdo da doenca
(75,7%). Também foi observada a predominancia de pacientes que nao
apresentaram segundo tumor primario (95,1%) e 271 dos 346 pacientes
(78,3%) haviam falecido até o encerramento da coleta de dados em dezembro
de 2017, destes 97% tiveram ébito confirmado por cancer (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Caracteristicas sociodemogréficas e clinico-patolégicas dos
pacientes (n=346).

Variavel Categoria n (%)
Sexo Masculino 308 (89%)
Feminino 38 (11%)
Branco 166 (48%)
Cor da Pele Pardo 114 (32,9%)
Preto 66 (19,1%)
<40 anos 8 (2,3%)
Idade 41-60 anos 204 (59%)
>60 anos 134 (38,7%)
Analfabeto 42 (12,1%)

1° grau incompleto

216 (62,4%)

1° grau completo 38 (11%)
Escolaridade 2° grau incompleto 13 (3,8%)
2° grau completo 27 (7,8%)
Superior incompleto 4 (1,2%)
Superior completo 6 (1,7%)
Tabagismo Sim e ex 327 (94,5%)
Nao 19 (5,5%)
Etilismo Sim, social e ex 305 (88,2%)
Nao 41 (11,8%)
Palato mole 177 (20,7%)
Uvula 110 (12,8%)
Loja amigdaliana 144 (16,8%)
Amigdala 36 (4,2%)
Localizacdo Pilar anterior 136 (15,8%)
Pilar posterior 49 (5,7%)
Parede lateral 65 (7,6%)
Parede posterior 23 (2,8%)
Valécula 36 (4,2%)
Base de lingua 81 (9,4%)
Unico sitio 108 (31,2%)

Sitios Tumorais

Dois ou mais sitios

238 (68,8%)

Cirurgia 30 (8,7%)
Radioterapia exclusiva 158 (45,7%)
Tratamento Inicial Radioterapia e quimioterapia paliativa 68 (19,7%)
Radioterapia paliativa 39 (11,3%)
Paliativo 51 (14,7%)
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x Curativa 188 (54,3%)
Intencéo do Tratamento Paliativa 158 (45,7%)
H 0,
Tratamento Adjuvante ﬁ'g; 3i; g;g&)
[ 26 (7,5%)
Estadiamento Clini | s ae
stadiamento Clinico m 87 (25,1%)
v 190 (54,9%)
« Sim 84 (24,3%)
Progresséo da Doenca N30 262 (75,7%)
. Sim 106 (30,6%)
Recidiva N&o 240 (69,4%)
Local 77 (72,6%)
Tipo de Recidiva Regional 18 (17%)
A distancia 11 (10,4%)
L i 17 (4,9%
Segundo Tumor Primario ﬁlgg) 329 §959122)
. Sim 271 (78,3%)
Obito N&o 75 (21,7%)
- A Sim 256 (97%)
Obito por Cancer N3o 8 (3%)

4.2 HISTOPATOLOGICOS

A analise histopatoldgica foi realizada através da revisdo das laminas de
todos os tumores com aplicacdo da gradacdo histopatoldégica da OMS (EL-
NAGGAR et al., 2017) e classificacdo descritiva de Broders (BRODERS, 1941)
(Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Caracteristicas histopatoldgicas dos pacientes (n=346).

Variavel Categoria n (%)

Bem diferenciado 12 (3,5%)
Gradacao Histopatoldgica (OMS) Moderadamente diferenciado 276 (79,8%)
Pouco diferenciado 58 (16,8%)

Grau 1 12 (3,5%)
Classificagcdo Descritiva Grau 2 137 (39,6%)
(Broders) Grau 3 139 (40,2%)

Grau 4 58 (16,8%)

Predominaram os tumores moderadamente diferenciados (79,8%) pela
gradacdo histopatolégica da OMS (2017) e de grau 3 (40,2%) através da
classificacdo descritiva proposta por BRODERS (1941) (Figura 4.1 e Figura
4.2).
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Figura 4.1: Gradacdo histopatolégica da OMS. A Bem diferenciado; B
Moderadamente diferenciado; C Pouco diferenciado.

Figura 4.2: Classificagcdo descritiva de Broders. A Grau 1; B Grau 2; C Grau 3;
D Grau 4.
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4.3 IMUNO-HISTOQUIMICO PARA P16

A avaliacdo da imunoexpressdo semi-quantitativa da proteina pl6 em
cada caso foi realizada de acordo com EVANS et al. (2013), onde foram
classificados como positivos para HPV os casos com marcagao de pl6 nuclear
e citoplasmatica forte e difusa presente em mais de 70% das células malignas.
Todos os outros padrées de marcagcdo foram classificados como negativos
(Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Resultado imuno-histoquimico da proteina pl6 nos tumores
avaliados (n=346).

IMUNO-HISTOQUIMICA pl6
Variavel Categoria n (%)
. Negativa 314 (90,8%)
Marcacao .
Positiva 32 (9,2%)

Prevaleceram 0s casos negativos para a expressao da proteina pl6
(90,8%), apenas 9,2% dos CCEO foram positivos para pl16 (Figura 4.3).
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1

Figura 4.3: Fotomicrografias imuno-histoquimica do anticorpo pl6. A
Adenocarcinoma de colo do Utero - controle positivo; B Adenocarcinoma de
colo do utero - controle negativo;, C e D CCEO positivos; E a H CCEO

negativos.
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4.4 MOLECULARES

Foi realizada a extragcdo de DNA do tecido parafinado de todas as 346
amostras de CCEO, seguida da quantificagdo do DNA, onde a relacdo das
densidades éticas, foi igual ou maior a 1,7 para todos os casos, demonstrando

a pureza do material.

4.4.1 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA B-ACTINA

A PCR foi utlizada para amplificar a regido do DNA gendmico
correspondente ao gene B-actina (250 pb) para avaliacdo da viabilidade de
amplificacdo de todas as amostras incluidas no estudo (Figura 4.4).

250 pb
100 pb

Figura 4.4: Foto de eletroforese em gel de agarose 2% para avaliar a
amplificacdo do fragmento do gene B-actina (250 pb). As bandas especificas
presentes nas linhas 2-3, 5-13, 15-16 e 18-20 (setas azuis) sao referentes a
amplificacdo a partir de DNA extraido de material parafinado, ja nas linhas 4,

14 e 17 (setas vermelhas) essa amplificacdo ndo ocorre.

Apenas 3,5% dos CCEO nao amplificaram o gene pg-actina,

prevaleceram os casos que amplificaram esse gene (96,5%) (Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Resultado da reacdo de PCR do gene B-actina nos tumores

avaliados (n=346).
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PCR B-actina

Variavel Categoria n (%)
Negativa 11 (3,5%)
Positiva 335 (96,5%)

Amplificagéo

4.4.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA PARA E6 HPV
16

A técnica de PCRq foi utilizada para avaliar a presenca do DNA do HPV
do tipo 16 a partir da amplificacdo do gene E6 desse HPV nos 335 casos que
apresentaram viabilidade de amplificacéo através da S-actina.

Foram considerados positivos para HPV 0s casos que apresentassem
um Ct de amplificacdo igual ou inferior ao do controle positivo, a partir da
mesma quantidade de DNA (25 ng). Todos os outros casos foram classificados

como negativos (Figura 4.5).

HPV positivo HPV negativo
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Figura 4.5: Foto da curva de amplificacdo do gene E6 do HPV 16 (120 pb). Os

casos que apresentaram Ct de amplificacdo igual ou inferior ao cut-off do

controle positivo de adenocarcinoma de colo de utero (linha pontilhada) foram
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consideradas positivas para o0 HPV 16 (colchete azul) e todos os casos que
apresentaram Ct de amplificagcdo maior que o cut-off foram classificados como

HPV negativos (colchete vermelho).

Apenas 11,9% dos CCEO foram positivos para a presenca do gene E6
do HPV 16, prevaleceram 0s casos negativos para esse gene (88,1%) (Tabela
4.5).

Tabela 4.5: Resultado da reacéo de PCRq do gene E6 do HPV 16 nos tumores
avaliados (n=335).

PCRq E6 HPV 16
Variavel Categoria n (%)
Negativa 295 (88,1%)
Presenca .
Positiva 40 (11,9%)

4.5 STATUS DO HPV

O status do HPV foi estabelecido a partir da combinagcao dos resultados
da imunoexpressdo da proteina pl6 e da expressao do gene E6 do HPV 16.
Os casos positivos tanto para pl6 quanto para E6 foram considerados positivos
para a infeccdo pelo HPV. Todos os outros padrdoes foram considerados
negativos para a presenca do HPV.

Predominaram os casos com status negativo para HPV (93,9%), apenas
6,1% dos CCEO foram classificados como status positivo para a infeccao pelo
HPV (Tabela 4.6). Informacbes detalhadas do perfil dos pacientes com CCEO

HPV positivos esta descrito no Anexo 8.4.

Tabela 4.6: Status de HPV nos tumores avaliados (n=346).

IHQ + PCRq Status HPV

Variavel Categoria n (%)

Negativo (p16+/- e E6- ou pl16- e E6+/-) 325 (93,9%)
Positivo (p16+ e E6+) 21 (6,1%)

Status HPV
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Todos o0s onze casos que nao foram submetidos ao PCRq para E6 por
nao amplificarem pg-actina foram classificados como negativos para a
imunoexpressdao de pl6, logo foram agrupados no status HPV negativo,

independente do resultado da expressao de E6.

4.6 ANALISES EPIGENETICAS

Foi realizado tratamento com bissulfito de sédio em 346 amostras de
CCEO, com o objetivo de transformar as citosinas ndo metiladas em uracila (as

citosinas metiladas permanecem inalteradas).

4.6.1 PERFIL DE METILACAO GLOBAL DE LINE-1

A amplificacdo de LINE-1 nos 346 casos de CCEO foi realizado por PCR
convencional, onde os produtos das reacdes podem ser visualizados em gel de

agarose 2% como ilustrado na Figura 4.6.

108 pb
50 pb
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Figura 4.6: Foto de eletroforese em gel de agarose 2% para avaliar a
amplificacdo do fragmento do elemento transponivel LINE-1 (108 pb). As
bandas especificas presentes nas linhas 2, 4-5 e 7-11 (setas azuis) sao
referentes a amplificacdo a partir de DNA extraido de material parafinado
submetido a conversdo com bissulfito de sédio, jA nas linhas 3, e 6 (setas

vermelhas) essa amplificacdo néo ocorre.

Os produtos de PCR de LINE-1 foram coletados para a analise da
metilacdo de sitios CpG por pirosequenciamento. Os niveis de metilacdo de
LINE-1 foram em grande parte heterogéneos (amplitude de 16,39-73,95% e
mediana de 55,90%). O nivel médio de metilagdo LINE-1 foi maior em
pacientes com CCEO HPV positivos do que CCEO HPV negativos (Tabela
4.7).

Tabela 4.7: Perfil de metilacéo global de LINE-1 nos casos de CCEO (n=346).

PCR LINE-1
Variavel Categoria Metilacdo média % n (%)
o Hipometilado (HPV negativo) 52,95% 325 (93,9%)
Metilacdo ] ) -
Hipermetilado (HPV positivo) 63,65% 21 (6,1%)

4.6.2 PERFIL DE METILACAO PARA A ASSINATURA EPIGENETICA
PADRAO DA INFECCAO PELO HPV

A amplificacdo dos genes da assinatura epigenética padrao HLTFASL1,
FAM217B e B3GALT6 foi realizado por PCR convencional em 216 casos de
CCEO, onde os produtos das reacdes podem ser visualizados em gel de

agarose 2% como ilustrado na Figura 4.7.
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HLTFAS1 FAM217B

127 pb
115pb  100pb
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B3GALT6 Seq 1 B3GALT6 Seq 2

103 pb
100 pb)
- 50 ph..z pb

Figura 4.7: Foto de eletroforese em gel de agarose 2% para avaliar a
amplificacdo do fragmento dos genes da assinatura epigenética padrdo do
HPV. A Gene HLTFASL1 (115 pb): As bandas especificas presentes nas linhas
2-7 (setas azuis) sao referentes a amplificacdo, ja nas linhas 8-9 (setas
vermelhas) essa amplificacdo ndo ocorre; B Gene FAM217B (127 pb): As
bandas especificas presentes nas linhas 2-8 (setas azuis) séo referentes a
amplificacdo, ja na linha 9 (seta vermelha) essa amplificacdo nédo ocorre; C
Gene B3GALT6 Sequéncia 1 (103 pb): As bandas especificas presentes nas
linhas 2-4, 6-7 e 9-11 (setas azuis) sao referentes a amplificacdo, ja nas linhas
5, 8 e 12 (setas vermelhas) essa amplificacdo ndo ocorre; e D Gene B3GALT6
Sequéncia 2 (82 pb): As bandas especificas presentes nas linhas 2-7 (setas
azuis) sao referentes a amplificacdo, ja na linha 8 (seta vermelha) essa

amplificacdo nado ocorre.

Os produtos de PCR dos genes da assinatura epigenética do HPV foram
coletados para a analise da metilacgdo de cinco sitios CpG por
pirosequenciamento. Os niveis de metilacdo de assinatura epigenética padrao
foram em grande parte heterogéneos (amplitude de 29,27-96,82% e mediana
de 79,51%). Utilizando o corte correspondente ao percentual de 75% de
metilacdo, foram classificados como HPV positivos 84 (38,9%) casos e como
HPV negativos 132 (61,1%) casos (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8: Perfil de metilacdo da assinatura epigenética do HPV nos casos de
CCEO (n=216).

PCR ASSINATURA EPIGENETICA PADRAO
Variavel Categoria Metilacdo média % n (%)
Y Negativo 78,07% 132 (61,1%)
Positivo 62,62% 84 (38,9%)

47 COMPARACAO ENTRE AS VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS,
CLINICO-PATOLOGICAS E MOLECULARES COM OS DESFECHOS
ESTUDADOS

4.7.1 VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS, CLINICO-PATOLOGICAS E
MOLECULARES EM RELACAO AO ESTADIAMENTO CLINICO

Os individuos com estadiamento clinico avancado apresentaram-se, em
sua maioria, como tabagistas e ex-tabagistas (p=0,013), com tumores de sitio
unico (p=0,023), com intencdo de tratamento paliativa (p<0,0001), sem
progressdo da doenca (p=0,022) ou recidiva (p=0,008). Ao final do estudo,
maioria daqueles com estadiamento clinico avancado foi a obito (p=0,001),
sendo este decorrente de complicacdes do cancer (p=0,004). Para a IHQ para
pl6, PCRg para E6, status de HPV, metilacdo de LINE-1 ou assinatura
epigenética padrdo do HPV ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre os grupos (Tabela 4.9).

Tabela 4.9: Frequéncias absolutas e relativas das variaveis independentes em

relacdo ao estadiamento clinico (n=346).

VARIAVEL CATEGORIA ESTADIAMENTO CLINICO
Inicial I/l n (%) Avancado Ill/IV n (%) p
. Sim e ex 69 (19,9%) 258 (74,6%)
Tabagismo N30 ) 19 (5,5%) 0,013
Unico sitio 40 (11,6%) 198 (57,2%)

Sitios Tumorais 0,023

Dois ou mais sitios 29 (8,4%) 79 (22,8%)
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Intencé&o do Curativa 59 (17,1%) 129 (37,3%) <0.0001
Tratamento Inicial  Paliativa 10 (2,9%) 148 (42,8%) '
Progresséo da Sim 10 (2,9%) 74 (21,4%) 0.022
Doenca N&o 59 (17,1%) 203 (58,7%) '
- Sim 30 (8,7%) 76 (22%)
Recidiva N&o 39 (11,2%) 201 (58,1%) 0,008
- Sim 44 (12,7%) 227 (65,6%)
Obito N30 25 (7.2%) 50 (14,5%) 0,001
s . Sim 39 (14,8%) 217 (82,2%)
Obito por Céncer N0 5 (1,9%) 3 (1,1%) 0,004
Positivo 6 (1,7%) 26 (7,5%)
p16 Negativo 63 (18,2%) 251 (72,5%) 0,537
Positivo 8 (2,4%) 32 (9,6%)
E6 Negativo 60 (17,9%) 235 (70,1%) 0575
Positivo 2 (0,6%) 19 (5,5%)

Status HPV Negativo 67 (19,4%) 258 (74,6%) 0172
Metilacéo Hipermetilado 34 (9,8%) 139 (40,2%) 0500
de LINE-1 Hipometilado 35 (10,1%) 138 (39,9%) '

Assinatura Positivo 20 (9,3%) 64 (29,6%) 0.290

Epigenética Padrdo Negativo 26 (12%) 106 (49,1%) '

4.7.2 VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS, CLINICO-PATOLOGICAS E
MOLECULARES EM RELACAO A IMUNOEXPRESSAO DE P16

A maioria dos individuos com imunoexpressao negativa para pl6 foram

de cor da pele ndo branca (p=0,028), apresentaram auséncia de E6 do HPV 16
(p<0,0001), status de HPV negativo (p<0,0001), hipometilacdo de LINE-1
(p=0,020) e assinatura epigenética padrdo negativa para HPV (p<0,0001)

(Tabela 4.10).

Tabela 4.10: Frequéncias absolutas e relativas das variaveis independentes

em relacdo a imunoexpressao de pl6 (n=346).

VARIAVEL ___ CATEGORIA _______ __ ___ _____ _pi6__ |
Negativo n (%) Positivo n (%) p
Branca 145 (41,9%) 21 (6,1%)
Cor daPele N&o branca 169 (48.8%) 11 (3.2%) 0,028
- Sim 92 (26,6%) 14 (4%)
Recidiva N&o 222 (64,2%) 18 (5,2%) 0,071
Positivo 19 (5,7%) 21 (6,3%)
E6 Negativo 284 (84,8%) 11 (3.3%) <0,0001
Positivo - 21 (6,1%)

Status HPV Negativo 314 (90,8%) 11 (3.2%) <0,0001
Metilacao Hipermetilado 151 (43,6%) 22 (6,4%) 0.020
de LINE-1 Hipometilado 163 (47,1%) 10 (2,9%) '
Assinatura Positivo 62 (28,7%) 22 (10,2%) <0.0001

Epigenética Padrdo Negativo 122 (56,5%) 10 (4,6%) '
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4.7.3 VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS, CLINICO-PATOLOGICAS E
MOLECULARES EM RELACAO A PRESENCA DE E6 DO HPV 16

Quanto a auséncia de E6, a maioria dos pacientes apresentou
imunoexpressao negativa de pl6 (p<0,0001), status de HPV negativo
(p<0,0001), hipometilacdo de LINE-1 (p=0,033) e assinatura epigenética
padréo negativa do HPV (p<0,0001) (Tabela 4.11).

Tabela 4.11: Frequéncias absolutas e relativas das variaveis independentes

em relacdo a presenca de E6 (n=335).

VARIAVEL _ CATEGORIA
Negativo n (%) Positivo n (%) p
Positivo 11 (3,3%) 21 (6,3%)
p16 Negativo 284 (84,8%) 19 (5.7%) <0,0001
Positivo - 21 (6,3%)

Status HPV Negativo 295 (88,1%) 19 (5.7%) <0,0001
Metilacdo Hipermetilado 142 (42,4%) 26 (7,8%) 0.033
de LINE-1 Hipometilado 153 (45,7%) 14 (4,2%) '
Assinatura Positivo 54 (25,6%) 30 (14,2%) <0.0001

Epigenética Padrdo Negativo 117 (55,5%) 10 (4,7%) '

4.7.4 VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS, CLINICO-PATOLOGICAS E
MOLECULARES EM RELACAO AO STATUS DE HPV

A maioria dos casos com status negativo para HPV apresentou
imunoexpressdo negativa de pl6 (p<0,0001), auséncia de E6 (p<0,0001),
hipometilacdo de LINE-1 (p<0,0001) e assinatura epigenética padrdo negativa
do HPV (p<0,0001) (Tabela 4.12).

Tabela 4.12: Frequéncias absolutas e relativas das variaveis independentes

em relacao ao status de HPV (n=346).

VARIAVEL CATEGORIA Status de HPV
Negativo n (%) Positivo n (%) p
Escolaridade Analfabeto 37 (10,7%) 5 (1,4%) 0,066
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Basico 241 (69,7%) 13 (3,8%)
Médio 39 (11,3%) 1 (0,3%)
Superior 8 (2,3%) 2 (0,6%)
Positivo 11 (3,1%) 21 (6,1%)
p16 Negativo 314 (90,8%) i <0,0001
Positivo 19 (5,7%) 21 (6,3%)

E6 Negativo 295 (88,1%) i <0,0001
Metilagdo Hipermetilado - 20 (8%) <0.0001
de LINE-1 Hipometilado 231 (92%) - '

Assinatura Positivo 67 (31%) 17 (7,9%) <0.0001
Epigenética Padrdo  Negativo 128 (59,3%) 4 (1,9%) '

4.7.5 VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS, CLINICO-PATOLOGICAS E
MOLECULARES EM RELACAO A METILACAO DE LINE-1

BN

Em relacdo a metilagdo de LINE-1, a maioria dos individuos com
hipermetilacédo foi do sexo masculino (p=0,012), etilista (p=0,004) e que vieram
a obito (p=0,034). Ja os casos com hipometilacdo de LINE-1, apresentaram
baixa escolaridade (p=0,011), imunoexpressao negativa de pl6 (p=0,020),
auséncia de E6 (p=0,033), status de HPV negativo (p=0,001) e assinatura
epigenética padrao negativa do HPV (p=0,002) (Tabela 4.13).

Tabela 4.13: Frequéncias absolutas e relativas das variaveis independentes

em relacdo a metilacdo mediana de LINE-1 (n=346).

VARIAVEL CATEGORIA METILACAO MEDIANA DE LINE-1
Hipometilado Hipermetilado
<55,90% n (%) >55,90% n (%) b
Masculino 147 (42,5%) 161 (46,5%)
Sexo Feminino 26 (7,5%) 12 (3,5%) 0,012
. Baixa (<8 anos) 156 (45,1%) 140 (40,5%)
Escolaridade Alta (> 8 anos) 17 (4,9%) 33 (9,5%) 0,011
. Sim, social e ex 144 (41,6%) 161 (46,5%)
Etilismo NE 29 (8,4%) 12 (3,5%) 0,004
L Sim 128 (37%) 143 (41,3%)
Obito NE 45 (13%) 30 (8.7%) 0,034
Positivo 10 (2,9%) 22 (6,4%)
p16 Negativo 163 (47,1%) 151 (43,6%) 0,020
Positivo 14 (4,2%) 26 (7,8%)
E6 Negativo 153 (45,7%) 142 (42,4%) 0,033
Positivo 3 (0,9%) 18 (5,2%)
Status HPV Negativo 170 (49,1%) 155 (44,8%) 0,001
Assinatura Positivo 33 (15,3%) 51 (23,6%) 0.002
Epigenética Padrdo Negativo 79 (36,6%) 53 (24,5%) '
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O nivel de metilacdo LINE-1 em pacientes com CCEO positivos para
HPV foi maior do que em CCEO HPV negativos (p<0,0001) (Figura 4.8).
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Figura 4.8: indice cumulativo de metilagio de LINE-1 em CCEOQ negativo para
HPV (52,95%; n=325) e CCEO positivo para HPV (63,65%; n=21) representado
no grafico de boxplot (p<0,0001) (n=346).

A anadlise da Curva ROC comparando o padrdo de metilacdo de LINE-1
no CCEO HPV positivo (63,65%; n=21) e CCEO HPV negativo (52,95%;
n=325) apresentou AUC de 0,80, sensibilidade de 85,66% e especificidade de
66,77%, utilizando como ponto de corte ideal 59,58% (p<0,0001) (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Analise da curva ROC da metilagdo de LINE-1 em CCEO. O
padrdao de metilacdo de LINE-1 comparando CCEO HPV positivo (63,65%;

n=21) e CCEO HPV negativo (52,95%; n=325) com um ponto de corte de
59,58% (p<0,0001) (n=346).

4.7.6 VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS, CLINICO-PATOLOGICAS E
MOLECULARES EM RELACAO A ASSINATURA EPIGENETICA DO HPV

Para a assinatura epigenética padrdo negativa do HPV a maioria dos
pacientes nao apresentou progressdao da doenca (p=0,008), teve a
imunoexpressao negativa de pl16 (p<0,0001), auséncia de E6 (p=0,031), status
de HPV negativo (p<0,0001) e hipometilagdo de LINE-1 (p=0,002) (Tabela
4.14).

Tabela 4.14: Frequéncias absolutas e relativas das variaveis independentes

em relacdo a assinatura epigenética do HPV (n=216).

VARIAVEL CATEGORIA Assinatura Epigenética Padrao do HPV
Negativa n (%) Positiva n (%) p
Progresséao da Sim 25 (11,6%) 29 (13,4%) 0.008
doenca Nao 107 (49,5%) 55 (25,5%) '
Positivo 10 (4,6%) 22 (10,2%)
p16 Negativo 122 (56,5%) 62 (28,7%) <0,0001
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Positivo 10 (4,7%) 30 (14,2%)

E6 Negativo 117 (55,5%) 54 (25.6%) <0,0001
Positivo 4 (1,9%) 17 (7,9%)
Status HPV Negativo 128 (59,3%) 67 (31%) <0,0001
Metilagéo Hipermetilado 53 (24,5%) 51 (23,6%) 0.002
de LINE-1 Hipometilado 79 (36,6%) 33 (15,3%) :

O nivel de metilacao da assinatura epigenética padrdao do HPV foi menor
em pacientes com CCEO positivos para HPV em relacdo aqueles com CCEO
HPV negativos (p<0,0001) (Figura 4.10).
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Figura 4.10: indice cumulativo de metilagio da assinatura epigenética padr&o
do HPV em CCEO negativo para HPV (78,07%; n=195) e CCEO positivo para
HPV (62,62%; n=21) representado no grafico de boxplot (p<0,0001) (n=216).

A analise da Curva ROC comparando o padrdo de metilacdo da
assinatura epigenética do HPV no CCEO HPV positivo (62,62%; n=21) e
CCEO HPV negativo (78,07%; n=195) apresentou AUC de 0,78, sensibilidade
de 71,43% e especificidade de 78,46%, utilizando como ponto de corte ideal
68,92% (p<0,0001) (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Analise da curva ROC da assinatura epigenética padrédo do HPV
em CCEO. O padrao de metilacdo da assinatura epigenética do HPV

comparando CCEO HPV positivo (62,62%; n=21) e CCEO HPV negativo
(78,07%; n=195) com um ponto de corte de 68,92% (p<0,0001) (n=216).

Com o intuito de obter uma assinatura epigenética com maior valor
preditivo para a populacdo do estudo, avaliamos isoladamente os cinco sitios
CpG dos genes da assinatura epigenética padrao do HPV e observamos o
perfil da metilacdo dos genes em relacdo ao status HPV (Tabela 4.15). Os
individuos status negativo para HPV apresentaram-se, em sua maioria,
hipermetilagcdo dos sitios CpG de interesse (94,90% - HLTFASL1; 62,56% -
FAM217B; 86,78% - B3GALT6 Sequéncia 1; 77% - B3GALT6 Sequéncia 2-5; e
98,35% - B3GALT6 Sequéncia 2-7) em relacdo aos pacientes positivos para
HPV (59,98% - HLTFASL1,; 51,47% - FAM217B; 64,88% - B3GALT6 Sequéncia
1; 63,47% - B3GALT6 Sequéncia 2-5; e 81,43% - B3GALT6 Sequéncia 2-7).

Tabela 4.15: Frequéncias absolutas e relativas dos genes da assinatura

epigenética padrdo em relacdo ao status de HPV (n=216).

VARIAVEL CATEGORIA Status de HPV

Positivo n (%) Negativo n (%) p
Positivo 15 (6,9%) 18 (8,3%)
HLTFASL Negativo 6 (2,8%) 177 (81,9%) <0,0001
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Positivo 14 (6,5%) 66 (30,6%)

FAM217B Negativo 7 (3,2%) 129 (59,7%) 0,0028
B3GALT6 Positivo 14 (6,5%) 32 (14,8%) <0.0001
Sequéncia 1 Negativo 7 (3,2%) 163 (75,5%) '
B3GALT6 Positivo 14 (6,5%) 89 (41,2%) 0.0539
Sequéncia 2 (5) Negativo 7 (3,2%) 106 (49,1%) '
B3GALT6 Positivo 16 (7,4%) 64 (29,6%) 0.0124
Sequéncia 2 (7) Negativo 5 (2,3%) 131 (60,6%) '

Inicialmente estabelecemos um modelo com os quatro sitios CpG —
HLTFAS1; FAM217B; B3GALT6 Sequéncia 1; e B3GALT6 Sequéncia 2-7 —
gue apresentaram significancia frente ao status de HPV estabelecido. O nivel
de metilacdo do modelo de assinatura epigenética do HPV com quatro sitios
CpG foi menor em pacientes com CCEO positivos para HPV em relacéo
aqueles com CCEO HPV negativos (p<0,0001) (Figura 4.12).
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Figura 4.12: indice cumulativo de metilacio do modelo com os quatro sitios
CpG para assinatura epigenética do HPV em CCEO negativo para HPV
(82,60%; n=195) e CCEO positivo para HPV (61,77%; n=21) representado no
grafico de boxplot (p<0,0001) (n=216).
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A andlise da Curva ROC comparando o padrdo de metilacdo da
assinatura epigenética do HPV com quatro sitios no CCEO HPV positivo
(61,77%; n=21) e CCEO HPV negativo (82,60%; n=195) apresentou AUC de
0,81, sensibilidade de 71,28% e especificidade de 71,28%, utilizando como
ponto de corte ideal 72,70% (p<0,0001) (Figura 4.13).
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Figura 4.13: Analise da curva ROC do modelo com os quatro sitios CpG da
assinatura epigenética do HPV em CCEO. O padrdao de metilacdo do modelo
com os quatro sitios CpG para a assinatura epigenética do HPV comparando
CCEO HPV positivo (61,77%; n=21) e CCEO HPV negativo (82,60%; n=195)
com um ponto de corte de 72,70% (p<0,0001) (n=216).

Diante do resultado, optamos por estabelecer um modelo com apenas
dois sitios CpG — HLTFAS1; e B3GALT6 Sequéncia 1 — que apresentaram um
p-valor <0,001 frente ao status de HPV estabelecido. O nivel de metilacdo do
modelo de assinatura epigenética do HPV com dois sitios CpG foi menor em
pacientes com CCEO positivos para HPV em relacdo aqueles com CCEO HPV
negativos (p<0,0001) (Figura 4.14).
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Figura 4.14: indice cumulativo de metilagio do modelo com os dois sitios CpG
para assinatura epigenética do HPV em CCEO negativo para HPV (89,07%;
n=195) e CCEO positivo para HPV (60,04%; n=21) representado no grafico de
boxplot (p<0,0001) (n=216).

A analise da Curva ROC comparando o padrdo de metilacdo da
assinatura epigenética do HPV com dois sitios no CCEO HPV positivo
(60,04%; n=21) e CCEO HPV negativo (89,07%; n=195) apresentou AUC de
0,80, sensibilidade de 76,19% e especificidade de 84,1%, utilizando como
ponto de corte ideal 74,6% (p<0,0001) (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Analise da curva ROC do modelo com os dois sitios CpG da
assinatura epigenética do HPV em CCEO. O padrao de metilacdo do modelo
com os dois sitios CpG para a assinatura epigenética do HPV comparando
CCEO HPV positivo (60,04%; n=21) e CCEO HPV negativo (89,07%; n=195)
com um ponto de corte de 74,6% (p<0,0001) (n=216).

Informacgdes dos casos positivos para HPV frente as diferentes técnicas

utilizadas estdo descritas no Anexo 8.5.

4.8 ANALISE DE SOBREVIDA

4.8.1 SOBREVIDA GLOBAL

A sobrevida global média dos pacientes foi de 20,79 meses, minimo de
1,03 meses e maximo de 200 meses (mediana 10,75 meses e [IC 95% 9,96-

14,57)).

Pacientes tabagistas (p=0,004), etilistas (p=0,017), com tumores que
acometeram dois ou mais sitios (p=0,046), submetidos a tratamento com

intencdo paliativa (p<0,0001), sem terapia adjuvante (p=0,003), em
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estadiamento clinico avan¢cado (p<0,0001) e com tumores bem diferenciados

(p=0,012), apresentaram uma sobrevida global menor (Figura 4.16).
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Figura 4.16: Curvas de sobrevida global da populacdo com CCEO pelo

método Kaplan-Meier em funcdo das caracteristicas sociodemograficas e

clinico-patolégicas. Séo apresentadas as respectivas taxas de sobrevida média

global para as variaveis tabagismo, etilismo, sitios tumorais, intencdo de
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tratamento,

tratamento adjuvante,

estadiamento

clinico e gradacgéo

histopatolégica da OMS, aos 60 meses de seguimento com respectivos p valor.

Logo, a andlise univariada de Cox ressaltou as variaveis tabagismo,

etilismo, sitios tumorais,

intencdo do tratamento,

tratamento adjuvante,

estadiamento clinico e gradacédo histopatolégica da OMS como fatores de risco

para a ocorréncia de 6bito no CCEO (Tabela 4.16).

ApOs a regressdo univariada de Cox, as variaveis incluidas no modelo

multiplo foram ajustadas por estadiamento clinico e idade, onde etilismo
(HR=1,74 [IC 95% 1,15-2,63] p=0,009), intencéo de tratamento (HR=1,38 [IC
95% 1,08-1,78] p=0,011) e tratamento adjuvante (HR=1,84 [IC 95% 1,13-3,05]

p=0,015) permaneceram no modelo, como variaveis de valor independente na

analise da sobrevida global (Tabela 4.16).

Tabela 4.16: Analise da sobrevida global: Avaliacdo do risco de ocorréncia de

obito no CCEO em funcdo das caracteristicas sociodemograficas, clinico-

patolégicas e moleculares.

L SOBREVIDAGLOBAL ________________ Univarada ___________ Mdltipla~
VARIAVEL CATEGORIA HR (95% IC) p HR (95% IC) p
Feminino Referéncia Referéncia
Sexo Masculino 1,36 (0,93-2,0) 2119 : -
. Nao Referéncia Referéncia
Tabagismo Sim e ex 1,96 (1,01-382) 2004 : '
- Nao Referéncia Referéncia
Etilismo Sim, social e ex 1,65 (1,00-2,49) 0L 174115263 0009
o , Unico sitio Referéncia Referéncia
Sitios Tumorais Dois ou mais sitios 1,31 (1,00-1,70) 0.046 - i
Intencéo do Curativo Referéncia Referéncia
Tratamento Paliativo 1,74 (1,37-2,20) =0.0001 1,38 (1,08-1,78) 0,011
Tratamento Sim Referéncia Referéncia
Adjuvante N0 206 (1.27-3,32) 2998 484113305 0015
. . Inicial Referéncia Referéncia
Estadiamento Clinico Avancado 2,49 (1,79-3,45) <0,0001 i -
Gradagéao Bem diferenciado Referéncia Referéncia
Histopatoldgica Moderadamente diferenciado 0,43 (0,24-0,80) 0,007 - -
(OMS) Pouco diferenciado 0,54 (0,28-1,04) 0,064 - -
Negativo Referéncia Referéncia
p16 Positivo 0,99 (0,66-1,50) %04 ) }
Negativo Referéncia Referéncia
E6 Positivo 1,08 (0,74-1,56) 0682 ) }
Negativo Referéncia Referéncia
Status HPV Positivo 1,15(0,71-1,86) 00 ) -
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Metilagdo Mediana

Hipometilado (£55,90)

Referéncia

Referéncia

de LINE-1 Hipermetilado (>55,90) 1,23 (0,97-1,56) 2983 :
Assinatura Negativo Referéncia 0.072 Referéncia
Epigenética Padrdo  Positivo 1,32 (0,97-1,80) = -
Assinatura Negativo Referéncia 0.672 Referéncia
Epigenética 4 CpG Positivo 1,07 (0,78-1,47) ’ -
Assinatura Negativo Referéncia 0.903 Referéncia
Epigenética 2 CpG Positivo 1,02 (0,70-1,47) ’ -

*Ajustada por estadiamento clinico e idade.

4.8.2 SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

A sobrevida livre de doenca média dos pacientes foi de 17,60 meses,
minimo de 1,67 meses e maximo de 180 meses (mediana 8,17 meses e [IC

95% 4,33-11,72]).

Pacientes tabagistas (p=0,038), em estadiamento clinico avancado
(p<0,0001), que nao realizaram terapia adjuvante (p=0,005) e com assinatura
epigenética padréao positiva para HPV (p=0,041), apresentaram uma sobrevida

livre de doenga menor (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Curvas de sobrevida livre de doenca da populacdo com CCEO
pelo método Kaplan-Meier em funcéo das caracteristicas sociodemograficas,
clinico-patoldgicas e moleculares. Sao apresentadas as respectivas taxas de
sobrevida média livre de doenca para as variaveis tabagismo, estadiamento
clinico, tratamento adjuvante e assinatura epigenética padrao do HPV, aos 60

meses de seguimento com respectivos p valor.

A andlise univariada de Cox ressaltou as variaveis tabagismo,
estadiamento clinico, tratamento adjuvante e assinatura epigenética padrédo do
HPV como fatores de risco para a ocorréncia de recidiva no CCEO (Tabela
4.17).

No modelo multiplo de Cox, apds ajuste por estadiamento clinico e
idade, apenas a variavel tratamento adjuvante (HR=2,15 [IC 95% 1,25-3,68]
p=0,005) permaneceu no modelo. Neste caso, o risco de recidiva locorregional
ou metastase a distancia foi 2,15 vezes maior para quem nao realizou esta

modalidade terapéutica em relacdo a quem realizou (Tabela 4.17).

Tabela 4.17: Andlise da sobrevida livre de doenca: Avaliacdo do risco de
ocorréncia de recidiva no CCEO em funcdo das caracteristicas

sociodemogréficas, clinico-patolégicas e moleculares.

VARIAVEL CATEGORIA HR (IC) p HR (IC) p

Etilismo giarrcl), social e ex 1,5§e(f§,§g—cziil4) 0.070 Refer_éncia i

Sitios Tumorais gg:gooimrr?ais sitios 1,3lje(f§,r§8n_cli,as3) 0.059 Refer_éncia i
Tratamento Adjuvante ﬁigc]) 2,13?5?5—2%9) 0,005 2,1R5e(ff,r2é5n-%i%8) 0,005

Estadiamento Clinico X]\I/Zi:ado 1,9l?Le(ffgeg_c;fa?0) <0,0001 Refer_enma -
~ Bem diferenciado Referéncia Referéncia

_ Gralltj,agao OMS Moderadamente diferenciado 0,46 (0,19-1,12) 0,085 - ;

Histopatologica (OMS) Pouco diferenciado 0,53 (0,20-1,36) 0,184 - -
Negativo Referéncia Referéncia

p16 Pogitivo 1,32 (0,85-2,05) 0211 - -

E6 Negativo Referéncia 0,631 Referéncia -
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Positivo 1,10 (0,72-1,69) -
Negativo Referéncia Referéncia
Status HPV PoSIiV 1,34 (0,79-2,29) 0268 -
Metilagéo Medianade  Hipometilado (<55,90) Referéncia 0.878 Referéncia
LINE-1 Hipermetilado (>55,90) 0,97 (0,73-1,30) ' -
_ Assjnatura Negativo Referéncia 0.041 Referéncia
Epigenética Padréo Positivo 1,45 (1,01-2,09) — -
_Assjnatura Negativo Referéncia 0.403 Referéncia
Epigenética 4 CpG Positivo 1,24 (0,74-2,05) ' -
_ Assjnatura Negativo Referéncia 0.269 Referéncia
Epigeneética 2 CpG Positivo 1,38 (0,77-2,44) ' -

*Ajustada por estadiamento clinico e idade.

4.8.3 SOBREVIDA ESPECIFICA POR CANCER

A sobrevida especifica por cancer média dos pacientes foi de 20,61

meses, minimo de 1,07 meses e maximo de 172 meses (mediana 10,57 meses

e [IC 95% 7,63-11,02]).

Pacientes submetidos a tratamento com intencao paliativa (p<0,0001), e

em estadiamento clinico avancado (p<0,0001) apresentaram uma sobrevida

especifica menor (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Curvas de sobrevida especifica da populacdo com CCEO pelo

método Kaplan-Meier em funcdo das caracteristicas sociodemograficas e

clinico-patolégicas. Séo apresentadas as respectivas taxas de sobrevida média
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especifica para as variaveis intencdo de tratamento e estadiamento clinico aos

60 meses de seguimento com respectivos p valor.

Na anadlise simples de Cox as variaveis intencdo do tratamento e
estadiamento clinico apresentaram-se como fatores de risco para a ocorréncia
de Obito por cancer de CCEO (Tabela 4.18).

Ja no modelo multiplo de Cox, apés ajuste por estadiamento clinico e
idade, apenas a variavel intencdo do tratamento (HR=1,43 [IC 95% 1,10-1,85]
p=0,006) permaneceu no modelo, com risco de Obito por cancer 43% maior
para quem fez o tratamento com objetivo paliativo em relacdo ao curativo
(Tabela 4.18).

Tabela 4.18: Anélise da sobrevida especifica: Avaliacdo do risco de ocorréncia

de Obito por céancer de CCEO em funcdo das caracteristicas
sociodemogréficas, clinico-patolégicas e moleculares.
SOBREVIDA ESPECIFICA Univariada Multipla*
VARIAVEL CATEGORIA HR (95% IC) D HR (95% IC) p
Feminino Referéncia Referéncia
Sexo Masculino 1,40 (0,93-2,10) 0.104 - i
Intencédo do Curativo Referéncia Referéncia
Tratamento Paliativo 1,67 (1,31-2,14) <0.0001 1,43 (1,10-1,85) 0,006
Tratamento Sim Referéncia 0.054 Referéncia i
Adjuvante N&o 1,62 (0,99-2,66) —— -
. . Inicial Referéncia Referéncia
Estadiamento Clinico Avancado 2,34 (1,66-3,32) <0,0001 i -
Negativo Referéncia Referéncia
p16 Positivo 0,79 (052-1,22) 2306 : -
Negativo Referéncia Referéncia
E6 Positivo 1,04 (0,70-1,53) 0834 : -
Negativo Referéncia Referéncia
Status HPV Positivo 0,97 (0.59-1,60) 2933 : -
Metilacdo Mediana  Hipometilado (£55,90) Referéncia 0538 Referéncia i
de LINE-1 Hipermetilado (>55,90) 1,08 (0,84-1,38) ' -
Assinatura Negativo Referéncia 0222 Referéncia i
Epigenética Padrdo  Positivo 1,21 (0,88-1,67) ' -
Assinatura Negativo Referéncia 0661 Referéncia i
Epigenética 4 CpG Positivo 1,07 (0,77-1,48) ' -
Assinatura Negativo Referéncia 0.603 Referéncia i
Epigenética 2 CpG Positivo 1,10 (0,75-1,62) ' -

*Ajustada por estadiamento clinico e idade.
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N&o foi observado impacto da IHQ para p16, PCRq para E6, status de
HPV, metilacdo de LINE-1 ou dos modelos da assinatura epigenética do HPV
com quatro ou dois sitios CpG na sobrevida dos pacientes. De todos o0s
parametros moleculares avaliados, apenas a assinatura epigenética do HPV
padrdo composta por cinco sitios CpG apresentou impacto na sobrevida, onde
os pacientes classificados como HPV positivos pela assinatura epigenética
padrdo apresentaram uma sobrevida livre de doenga menor, com maior risco
de desenvolver uma recidiva (HR=1,45 [IC 95% 1,01-2,09] p=0,041) (Tabela
4.17).
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5 DISCUSSAO

Os canceres de cabeca e pescoco sao classificados como 0 sexto tipo
mais frequente em todo o mundo, sendo o carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco 0 mais comum. Até 30% dos casos de CCECP séao
representados por CCE de orofaringe (CCEO), que se origina nas amigdalas,
base da lingua, palato mole e parede posterior da faringe, sendo responsavel
por aproximadamente 123.000 casos incidentes diagnosticados em todo o
mundo (FURLAN et al., 2017). O uso de tabaco e o consumo pesado de alcool
representam os principais fatores de risco para o desenvolvimento do CCECP
e podem agir sinergicamente para aumentar o risco dessa malignidade
(WRIGHT & MORGAN, 2013). Nos ultimos anos, a incidéncia de CCECP vem
diminuindo nos paises desenvolvidos devido a reducdo da exposicdo ao
tabaco. No entanto, h4 um aumento concomitante na incidéncia do CCECO
como resultado da transformacao de infecc¢des por tipos de virus do papiloma
humano de alto risco, caracterizando assim a transicdo epidemiologica desta
patologia (RIVERO & NUNES, 2006; ANG et al., 2010; BETIOL et al., 2013;
HUBER & TANTIWONGKOSI, 2014; CASTELLSAGUE et al., 2016). Com o
propostico de auxiliar no entendimento da transicdo epidemioldgica da
carcinogénese da orofaringe num servico de oncologia exclusivamente publico
do Brasil, foi desenhado este estudo. Para isso, a presente investigacao
avaliou do perfil dos pacientes com carcinoma de células escamosas de
orofaringe diagnosticados no INCA de 1999 a 2010, quanto as caracteristicas

sociodemograficas, clinico-patolégicas e moleculares.

Os HPVs de alto rsico sdo virus sexualmente transmissiveis que podem
afetar o epitélio das criptas das tonsilas palatina e lingual, levando a um
fendtipo maligno. O HPV é um fator de risco independente para CCEO
(DAYYANI et al., 2010; FAKHRY et al., 2014). O CCEO dirigido pelo HPV afeta
predominantemente homens jovens e tipicamente ndo-fumantes, e mostra uma
taxa de sobrevida maior em comparacdo com 0s casos negativos para o HPV.
O HPV de alto risco esta presente em 45 a 90% do CCEO, mas esse numero
foi relatado como variando drasticamente de acordo com a area geografica
(MEHANNA et al., 2013; ABOGUNRIN et al, 2014; HUBER &
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TANTIWONGKOSI, 2014; GILLISON et al., 2015; LUPATO et al., 2017). No
Brasil, cerca de 27,4% (4-30%) dos CCEO sao HPV positivos (RIBEIRO et al.,
2011; KAMINAGAKURA et al., 2012; LOPEZ et al., 2014; HAUCK et al., 2015;
MATOS et al.,, 2015; BETIOL et al., 2016; PINA et al., 2016). Uma baixa
frequéncia da infeccéo pelo HPV foi observada em nosso estudo (6,1%), dentre
0S casos positivos para HPV, predominaram homens (90,4%), com idade
média de 60 anos (42-89 anos) tabagistas (95,2%) e etilistas (90,4%).
Apresentando assim, um perfil de CCEO distinto do atribuido ao CCEO
induzido por HPV.

Resultados discrepantes encontrados na literatura podem ser explicados
de acordo com o sitio da orofaringe acometido e pelo emprego de diferentes
técnicas na deteccdo do HPV, assim como também pode ser explicado por
diferencas sociais, étnicas e geograficas que certamente influenciam o

processo de carcinogénese.

Este subconjunto de CCEO HPV positivo localizado preferencialmente
em amigdala também apresenta caracteristicas histologicas e moleculares
diferentes dos CCEO convencionais, pois estes sdo geralmente néo-
ceratinizantes, com morfologia predominantemente basaléide e expressam
fortemente p16 (THAVARAJ et al., 2011; PINA et al., 2016; EL-NAGGAR et al.,
2017). Apenas 4,2% dos tumores estavam localizados na amigdala, seis casos
(1,7%) apresentaram morfologia basaloide e um unico caso (0,3%) apresentou
esta morfologia nao-ceratinizante neste estudo, o que ja poderia explicar o

baixo numero de casos positivos para pl16 (9,2%).

Além disso, o alto indice de paciente tabagistas (94,5%) e etilistas
(88,2%) neste estudo corrobora o fato de que estes sejam, ainda, os principais
fatores de risco para o cancer de orofaringe na nossa populacao. Ribeiro et al.
(2011) encontraram correlacdo entre pacientes fumantes e tumores HPV
negativo. Um possivel mecanismo para explicar esta interacdo seria a atuacao
dos carcinégenos do tabaco ou &lcool em outras vias da carcinogénese,
diferentes de p53 e pRb (CLEARY et al., 2016).

A baixa prevaléncia de HPV no estadiamento clinico avancado é
relatada por alguns autores (SCHACHE et al., 2011; KATANODA & YAKO-

SUKETOMO, 2012), que afirmam que tumores em estadiamento clinico Ill e IV
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sdo menos infectados pelo HPV. Os resultados obtidos por este trabalho
concordam com este dado, pois a maioria dos pacientes (80%) possuia

estadiamento clinico avancado (Il e IV) e foram negativos para HPV.

Diversas técnicas na deteccdo do HPV na orofaringe sao utilizadas. O
HPV pode ser detectado por ensaios a nivel do DNA (hibridizacdo in situ ou
PCR), RNAm (hibridizacéo in situ ou RT-PCR) e proteina (imuno-histoquimica
p16) realizados individualmente ou em combinagdo (WESTRA, 2014). A imuno-
histoquimica para a superexpressdo de pl6 emergiu como um biomarcador
substituto robusto para carcinogénese mediada por HPV de alto risco e pode
ser suficiente como um teste para o status de HPV em tumores com morfologia
nao ceratinizante apropriada (LEWIS, 2012). A possibilidade de perda da
expressao de pl6 também deve ser considerada, especialmente em pacientes
com fatores de risco tradicionais (consumo de tabaco e alcool), e testes
adicionais para deteccéo do virus de alto risco devem ser realizados (BEGUM
et al., 2003).

Dessa forma, optou-se pela combinacdo de dois testes, inicialmente a
coloracdo imuno-histoquimica para pl6, seguida pelo PCR quantitativo para
deteccdo do DNA E6 do HPV 16, que é adotado por alguns trabalhos (ZHAO et
al., 2005; BRAAKHUIS et al., 2009; THOMAS & PRIMEAUX, 2012; EL-
NAGGAR & WESTRA, 2012 FURLAN et al., 2017). Este trabalho adotou a
combinacdo dos resultados da imuno-histoquimica para pl6 com a posterior
avaliacdo de DNA do gene E6 do HPV para estabelecer o status HPV da

populacéo.

Existem diferencas substanciais entre os estudos que diagnosticam o
HPV e definem a superexpressédo do p16 (GRONHZJ LARSEN et al., 2014). O
ponto de corte estabelecido neste estudo, para presenca de HPV por imuno-
histoquimica de pl6 foi marcacdo citoplasmatica e nuclear forte e difusa
presente em mais de 70% das células tumorais (9,2%). Tal fato baseia-se na
premissa que numericamente, a coloracdo de pl6 é mais eficiente para
predizer a presenca de HPV (ou seja, maior sensibilidade), quando o cut-off
estabelecido € >70% de coloracdo citoplasmatica e nuclear das células
neoplasicas (THAVARAJ et al., 2011; EVANS et al., 2013; GRONHZJ LARSEN
et al., 2014).
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A avaliacao da presenca do gene E6 do HPV 16 foi realizada por PCR
guantitativo, onde a partir da curva padrédo com casos de adenocarcinoma de
colo de utero HPV 16 estabeleceu-se o cut-off, entdo foram considerados
positivos para HPV (11,9%) os casos que apresentavam Ct de amplificacéo
igual ou inferior ao do controle positivo, a partir da mesma quantidade de DNA.
Um estudo anterior deste grupo pesquisa avaliou a prevaléncia do HPV em
CCE de esbfago (HERBSTER et al., 2012) e diante dessa experiéncia prévia,
optou-se por utilizar este cut-off com o intuito de minimizar “falsos positivos”

frente ao tipo de material, emblocado em parafina, utilizado no estudo.

O PCR gquantitativo é um método relativamente facil e confiavel de
guantificar o alvo em questdo. Por ser uma técnica sensivel, a capacidade de
descartar lesGes falsamente positivas e contaminadas parece ser a vantagem
deste ensaio, que também nos permitiu descartar aquelas lesdes que néo
atendem aos requisitos minimos para uma populacdo de células infectadas por
HPV. Na literatura a avaliacdo da carga viral do HPV por PCR quantitativo tem
sido utilizada. O namero de cépias do DNA de E6 é determinado em cada
amostra por extrapolacdo da curva padrdo e sdo considerados positivos para
HPV os casos com um numero =100 copias por célula (HA et al., 2002; ZHAO
et al., 2005; FURLAN et al., 2017).

Surge entdo a questdo, até que ponto as amostras com baixos niumeros
de copias de DNA de HPV detectadas contribuem significativamente para a
carcinogénese do CCEO. Sabe-se que, sem coOpias suficientes de HPV
afetando a maioria das células tumorais, € improvavel que o HPV desempenhe
um papel importante nos primeiros estagios de iniciacdo e progressdo do
tumor, sem pelo menos uma cépia viral por genoma nao € possivel estabelecer
uma relacdo clonal. Ja nos casos em que um numero de cépias virais alto é
detectado, ainda nédo esta claro se isso € devido a uma célula com mdultiplas
copias de DNA de HPV (isto €&, infeccdo viral produtiva por HPV) ou se € o
resultado de multiplas células com uma cépia viral (HA et al., 2002). Visto isso,
optou-se pelo ponto de corte baseado em casos de tumores cervicais
sabidamente HPV 16 positivos como padrao, jA que o HPV é o driver dessa

carcinogénese.
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Dessa forma, estabelecemos um cut-off rigoroso para o status HPV na
nossa populacdo (6,1%) baseado na combinagédo dos resultados positivo para
pl6 e presenca de E6. O propésito desse estudo ndo era apenas identificar
casos HPV positivos, mas sim identificar os casos onde a carcinogénese tenha
sido induzida exclusivamente pelo virus, fato esse ndo confirmado pelos
resultados. A identificacdo do HPV, como um virus oportunista na microbiota da
cavidade oral, orofaringe e laringe tem sido realizada de modo corriqueiro.
Dados mostraram que a incidéncia de HPV foi significativamente mais elevada
(36%) entre pacientes com cancer de orofaringe quando comparados com
cancer de boca (23,5%) ou laringe (24%) (DAYYANI et al., 2010). Contudo,
ainda ndo estd esclarecido se a alta frequéncia de HPV nestes canceres
consiste em HPVs biologicamente relevantes, embora ha uma tendéncia,
confirmada pela publicacdo de véarios relatos, confirmando a participacdo do
HPV na carcinogénese apenas da orofaringe (WEINBERGER et al., 2006;
GILLISON et al., 2015). Esse achado nédo implica necessariamente que o HPV
nao desempenhe um papel na progressao para o cancer em outros locais. No
entanto, isso mostra que a infeccdo pelo HPV ndo € prevalente no
desenvolvimento do CCE de boca e laringe (HA et al., 2002; WEINBERGER et
al., 2006).

O sistema de estadiamento TNM reconheceu a crescente incidéncia de
tumores relacionados ao HPV da orofaringe e hoje, se faz necessario para uma
melhor discriminacdo entre os estadiamentos o teste para p16 (AJCC, 2017). A
imuno-histoquimica para a superexpressdo de pl6 emergiu como um
biomarcador substituto robusto para carcinogénese mediada por HPV de alto
risco (EL-NAGGAR & WESTRA, 2012). Frente aos resultados obtidos, onde
nesta instituicdo predominam os casos CCEO ceratinizantes, p16 negativos em
pacientes tabagistas e etilistas, talvez mais de uma técnica seja necessaria
para estabelecer status de HPV mais adequado pelo perfil da nossa populacao.
Héa ainda a possibilidade da expressdo aumentada do p16 estar envolvida com
outros fatores de risco ndo relacionados ao HPV, um mecanismo alternativo
seria a ocorréncia de distarbios na via do retinoblastoma, como a inativacao
mutacional da pRB (MARUR et al.,, 2010). Portanto, o custo beneficio da

utilizacdo da IHQ para analise da expressédo de pl16 em substituicdo a deteccdo
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do DNA e/ou RNA do HPV em CCEO deve ser mais amplamente avaliada.
Dessa forma, a expressédo de pl16 por imuno-histoquimica poderia ser utilizada
como screening para deteccdo de casos positivos e estabelecimento da
classificacdo TNM, nédo dispensando, para o CCEO p16 positivo, a detecgao

viral por técnicas moleculares.

Em CCEO, o status da infeccdo pelo HPV tem sido considerado um
importante indicador de prognéstico, pois tem-se atribuido uma melhor
resposta ao tratamento em pacientes com CCEO HPV positivos,
caracterizando esta patologia como uma neoplasia diferenciada (ANG et al.,
2010; GILLISON et al., 2015). Mas por que o CCEO positivo para HPV
responde melhor ao tratamento do que o cancer cervical positivo para HPV
guando o agente etiolégico € o mesmo? Embora muito ainda precise ser
elucidado sobre a historia natural dessas doencas, diferencas patologicas
importantes podem fornecer dados. 1) Imunologicamente, a orofaringe pode
responder melhor por causa de sua riqueza em tecido linféide/imunologico,
com reconhecimento potencialmente aumentado e estimulacdo imunoldgica
contra antigenos tumorais especificos de virus (ELREFAEY et al., 2014); 2) em
contraste, a composicdo do microbioma cervical pode ser mais favoravel a
persisténcia do HPV. Por exemplo, a vaginose bacteriana concomitante, uma
condicdo caracterizada pela deplecdo de espécies de Lactobacillus,
crescimento excessivo de espécies anaerdbicas e pH vaginal mais alto, tem
sido associada com clearance tardio de HPV e neoplasia intra-epitelial (MITRA
et al., 2015); 3) o CCEO HPV positivo apresenta-se mais comumente com
massa cervical palpavel (MOORE & MEHTA, 2015), em comparacdo com o
cancer do colo de utero, que geralmente é assintomatico ou tem sangramento
ou secrecdo anormal. O CCEO HPV positivo mais avancado se dissemina
locorregionalmente para o pescoco, permitindo uma deteccdo precoce,
enquanto o cancer cervical avancado, se espalha internamente e mais
distalmente (BERMAN & SCHILLER, 2017); 4) depois do estagio inicial no
diagndstico, o estadiamento de forma geral entre o cancer do colo de Gtero e 0
CCEO néao é comparéavel. Por exemplo, o estagio IVA do CCEO ainda néao
metastatizou, enquanto o cancer cervical do estagio IVA ja se espalhou em
orgaos adjacentes, como reto ou bexiga (BERMAN & SCHILLER, 2017); 5)
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epidemiologicamente, 85% dos canceres do colo de Utero ocorrem no mundo
em desenvolvimento (FERLAY et al., 2015) versus a maioria dos CCEO
positivos para o HPV que ocorrem nos Estados Unidos e na Europa. Com o
aumento do acesso a saude nas nagles desenvolvidas, a populacdo com
CCEO HPV positivo pode ter uma vantagem econdémica em termos de melhor
tratamento. Além disso, podem apresentar melhor estado nutricional e menos
co-morbidades do que mulheres de paises em desenvolvimento (BERMAN &
SCHILLER, 2017). Visto isso, diferentes estudos tém identificado frequéncias
relativamente altas de HPV em CCEO no Brasil (RIBEIRO et al., 2011;
KAMINAGAKURA et al., 2012; LOPEZ et al.,, 2014; HAUCK et al., 2015;
MATOS et al., 2015; BETIOL et al., 2016; PINA et al., 2016), indo contra 0s
nossos resultados, com apenas 6,1% de CCEO HPV positivo. No entanto,
guando avaliamos as instituicOes de origem destes estudos observamos uma
discrepéancia, as altas taxas de CCEO HPV positivos sdo oriundos de institutos
privados, caracterizando uma disparidade social, pois nossos resultados

refletem o perfil da populacéo assistida pelo Sistema Unico de Saude (SUS).

Possivelmente, a melhor resposta ao tratamento em pacientes com
CCEO HPV positivos deve-se a maior sensibilidade do tumor a
guimiorradioterapia, em comparacdo com CCEO HPV negativos. Esta
sensibilidade é aumentada devido aos danos secundarios a incorporacdo das
oncoproteinas E6 e E7 na célula tumoral (MARUR et al., 2010). A presenca de
TP53 funcional nos tumores HPV positivos, 0 que ndo ocorre no CCEO
associado ao tabaco, pode explicar também a melhor resposta ao tratamento,
ja que este gene pode induzir vias apoptoéticas, tornando o tumor mais sensivel
a apoptose induzida pela radiacdo (RAGIN &TAIOLI, 2007). Nosso estudo néo
observou uma melhor resposta ao tratamento dos pacientes HPV positivos
guando comparados aos HPV negativos, fato possivelmente explicado pelo
predominio de pacientes matriculados no INCA jA em estadiamento clinico

avancado (80%).

Atualmente, nenhum programa efetivo de rastreio para CCEO existe
porque ndo ha evidéncias de lesbes precursoras identificadas, diferentemente
do visto no cancer de colo do utero (KREIMER & CHATURVEDI, 2011). Uma

reflexdo a esse respeito nos leva a pensar se a historia natural do HPV na
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inducdo do céancer de orofaringe é distinta da evolucdo do HPV na
carcinogénese do colo de utero. Talvez estejamos diante de modelos de
evolucdo tumoral distintos, o modelo classico de evolucdo tumoral propelido
por um ritmo gradual (c&ncer do colo de utero) e um modelo alternativo
conduzido pelo equilibrio pontuado (cancer de orofaringe). No gradualismo,
ocorre um periodo de laténcia entre as alteracdes que leva ao desenvolvimento
do tumor (driver), sendo necessarios multiplos eventos de transformacédo
independentes para que a doenca ocorra — presenca da infeccéo pelo HPV de
alto risco, seguidas de lesbdes de baixo grau e alto grau, para posterior
transformacéo neoplasica maligna do colo de Utero. Ja no modelo de equilibrio
pontuado, esse desenvolvimento pode ser dividido em: evento iniciador e o
evento transformador do cancer. Sob este modelo, a maioria das mutacdes se
acumularia numa fase pré-neoplasica prolongada — infeccao pelo HPV de alto
risco. A transformacédo, provavelmente devido a uma instabilidade gendmica
(alteracbes do numero de copias do DNA), desencadeada por evento
cataclismico, levaria rapidamente ao cancer invasivo e metastases (NOTTA et
al., 2016).

A diversidade biologica que caracteriza subgrupos de tumores com
prognostico diferente € um importante pano de fundo para a identificacdo de
marcadores moleculares de potencial utilidade clinica. A esse respeito, varios
estudos enfocaram o0s mecanismos subjacentes as diferencas no
comportamento clinico e molecular entre CCEO positivos e negativos para HPV
(KLUSSMANN et al., 2009; ALLEN et al., 2010; ANG et al., 2010). Dados
recentes sugerem que as mudancas epigenéticas influenciam profundamente a
biologia do CCEO e podem contribuir, pelo menos em parte, para as diferentes
respostas terapéuticas mostradas pelo CCEO positivo ou negativo para HPV
(VAN KEMPEN et al., 2014). Neste contexto, a metilacdo do DNA gendémico em
dinucleotideos CpG, sem duvida, representa um dos reguladores epigenéticos

mais amplamente caracterizados da expressdo génica (FURLAN et al., 2017).

Com esse enfoque, a hipometilacdo dos longos elementos nucleares
intercalados-1 (LINE-1), um substituto amplamente aceito do contetdo geral da
metilacdo do DNA genbmico, tem sido associada a uma pior sobrevida global

e/ou livre de progressdao em diversos tumores (OGINO et al., 2008; SAITO et
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al., 2010; VAN HOESEL et al., 2012). No entanto, a hipometilagdo de LINE-1
também se correlacionou com a melhora da sobrevida global em véarias
neoplasias, sugerindo que os efeitos bioldgicos subjacentes da hipometilacdo
do LINE-1 no desfecho do paciente podem depender do tipo tumoral (ROMAN-
GOMEZ et al., 2006; SIGALOTTI et al., 2012). A hipometilagdo de LINE-1 esta
associada a um maior risco de desenvolver recidiva precoce em pacientes com
CCEO (FURLAN et al., 2017). O nivel de metilacdo LINE-1 ndo impactou na
sobrevida da populacéo deste estudo, no entanto, vale ressaltar que o nivel de
metilagdo LINE-1 foi significativamente maior em pacientes com CCEO
positivos para HPV do que em CCEO HPV negativos (p<0,0001), evidenciando
a diferenca molecular entre esses tumores, onde os tumores HPV positivos
estdo hipermetilados enquando os HPV negativos estdo hipometilados para
LINE-1.

O crescente papel da metilacdo aberrante na biologia da CCEO sugere
fortemente a oportunidade de testar marcadores de metilacdo como
indicadores potenciais do prognéstico da doenca. Além de estudos que
investigam o papel prognostico do status de metilacdo de genes especificos, 0
estudo do metiloma, que engloba a totalidade dos sitios metilados do DNA
genbmico, gera interesse crescente frente a seu valor promissor como
marcador prognoéstico no cancer humano (FURLAN et al., 2017). Um estudo
recentemente que nOSSO grupo participou, identificou uma assinatura
epigenética minima (B3GALT6-SDF4, SYCP2-FAM127B e HTLF-HLTFAS1)
para a identificacdo de casos HPV positivos, que apresentou alta
especificidade (>95%) independentemente da localizacdo anatémica (DEGLI
ESPOSTI et al., 2017). Na populacdo estudada o nivel de metilacdo da
assinatura epigenética padrdo do HPV foi significativamente menor em
pacientes com CCEO positivos para HPV do que em CCEO HPV negativos
(p<0,0001), seguindo 0 modelo proposto com cinco sitios CpG, no entanto
identificou como HPV positivo 38,9% dos CCEO, valor préximo dos 36%
esperado para CCEO mundialmente (DAYYANI et al., 2010). Quando
avaliamos os modelos de assinatura epigenética com quatro sitios CpG e dois
sitios CpG, identificamos como HPV positivo 33,8% e 13,6% dos casos de

CCEO, respectivamente. Nos parece que o modelo de assinatura epigenética
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com dois sitios CpG para identificacdo do HPV seja o mais adequado para a
populacdo aqui estudada, por apresentar valor de positividade para HPV
préximo aos obtidos com IHQ para pl6 e PCRg para E6. Tal modelo é
condizente com o tipo de material avaliado, embebido em parafina frente ao
tecido fresco utilizado na assinatura epigenética padrao do HPV. Apesar de
ndo estimar que a assinatura epigenética possa substituir os métodos atuais de
diagnéstico de HPV, a assinatura sinaliza ser um preditor promissor de
sobrevida para CCEO (HR=1,45 [IC 95% 1,01-2,09] p=0,041, SLD). No
entanto, a assinatura deve ser testada em coortes maiores de pacientes com
CCEO, usando modelos estatisticos multivariados, para melhorar o poder e,
eventualmente, fornecer um melhor marcador para o0 estabelecimento de
tratamentos mais direcionados, especialmente quando se considera o status do

HPV para esquemas de tratamento oncoldgico.

Contudo, nao foi observado impacto sobre as sobrevidas global, livre de
doenca e especifica dos pacientes a IHQ para p16, PCRq para E6, status de
HPV ou metilacgdo de LINE-1 no nosso estudo. Apenas a assinatura
epigenética do HPV apresentou impacto na sobrevida, onde os pacientes HPV
positivos apresentaram uma sobrevida livre de doengca menor, com maior risco
de desenvolver uma recidiva (HR=1,45 [IC 95% 1,01-2,09] p=0,041). Os
aspectos da carcinogénese classica da orofaringe como etilismo (HR=1,74 [IC
95% 1,15-2,63] p=0,009, SG), intencdo do tratamento (HR=1,38 [IC 95% 1,08-
1,78] p=0,011, SG / HR=1,43 [IC 95% 1,10-1,85] p=0,006, SEC) e tratamento
adjuvante (HR=1,84 [IC 95% 1,13-3,05] p=0,015, SG / HR=2,15 [IC 95% 1,25-
3,68] p=0,005, SLD) apresentaram valores prognoésticos independentes para as

sobrevidas avaliadas.

Corroborando nossos achados a respeito da sobrevida da populacéo
com CCEO com Ang et al. (2010) e Furlan et al. (2017), sabe-se que embora a
positividade do HPV represente um forte fator de progndstico tanto para uma
melhor sobrevida quanto para um risco reduzido de recidiva, existe um
subconjunto de pacientes com CCEO HPV positivo que ainda apresenta
resultados ruins. Além disso, os pacientes com CCEO negativos para o HPV,
tém um risco ainda maior de recidiva apesar do tratamento intensivo (ANG et
al., 2010; FURLAN et al, 2017). Nossos dados confirmam que o
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comportamento biolégico de um tumor positivo para HPV pode ser alterado
pelo uso de tabaco. Alteracdes genéticas induzidas por carcinogénicos
associados ao tabaco podem tornar os tumores positivos para HPV menos
responsivos a terapia e probabilidade de tais alteracdes genéticas parece
aumentar a medida que o nimero de macgos/ano de consumo de tabaco
aumenta (ANG et al., 2010).

Conhecendo a frequéncia da infeccdo por HPV, algumas condutas
poderiam ser modificadas, como: adocdo de terapias menos agressivas;
reducdo de toxicidade e reacBes adversas a terapia; reducdo de custos do
tratamento e melhoria da qualidade de vida do paciente com CCEO. No
entanto, devido ao reduzido nimero de tumores HPV positivos na nossa
populacdo, nédo foi possivel tracar a correlacdo entre o status da infeccéo por
HPV e as variaveis utilizadas para avaliar valor prognéstico. Portanto, o HPV
nao se mostrou um indicador eficiente de prognostico em CCEO para os
pacientes do INCA.

O estudo apresentou algumas limitacdes no seu desenvolvimento, por
ser retrospectivo foi realizada a coleta dos dados secundarios, assim
observamos algumas perdas de seguimento. Logo, para 0s experimentos
foram utilizadas amostras tumorais emblocadas em parafina, o0 que pode
representar uma reducdo na capacidade de deteccdo do HPV. Além disso, a
ampla maioria dos pacientes matriculados apresentava doenca avancada,
assim houve indisponibilidade de blocos de parafina referentes ao tumor, pois
esses nao foram submetidos a cirurgia e ndo trouxeram para a instituicdo os
blocos oriundos das bidpsias diagndsticas realizadas fora do INCA, gerando
uma reducdo na casuistica. Tentou-se fazer a mensuracdo da expressdo
dessas moléculas investigadas de forma rigida, no entanto foi em parte
limitante pois a literatura em geral ndo apresenta um padrdo de analise. A
guantificacdo do gene E6 do HPV associada a descricdo do padrdo de
expressdo de pl6 podem otimizar a analise dos resultados tornando-os mais

reprodutiveis.

Os resultados obtidos nessa investigacao estabelecem o perfil do CCEO
num servico de oncologia exclusivamente publico do Brasil, auxiliando no

entendimento da transicdo epidemiologica da carcinogénese da orofaringe no
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pais, contribuindo com implica¢des importantes na prevenc¢ao, no diagnostico e
tratamento desses pacientes, além da introducdo de novos biomarcadores.
Visto que, o tratamento e o prognostico para CCEO ainda sdo problematicos,
pois os métodos disponiveis na rotina para o prognostico, como TNM, séo
limitados, estimulando pesquisas em busca de novas metodologias e/ou
marcadores mais especificos para o progndstico. A literatura apresenta uma
vasta gama de resultados clinicos, histopatolégicos e de promissores
marcadores moleculares correlacionados com o prognéstico do CCEO, a
maioria ainda com dados contraditérios ou ndo validados. Isso reflete ndo
apenas a complexidade do processo de carcinogénese da orofaringe, mas
também as limitacBes dos estudos, tais como 0os de amostragens pequenas ou
nao uniformes, quanto a localizagdo do tumor, modalidade de tratamento,
estadiamento (TNM), além da heterogeneidade dos temas investigados. Vale
ressaltar ainda, as diferencas nos valores de corte usados para cada variavel

nos estudos, que também contribuem para achados conflitantes.

Nosso trabalho identificou o perfil dos pacientes com CCEO do INCA,
aléem da frequéncia do HPV nesta populacdo e alteracbes em genes que
podem ser importantes para a carcinogénese da ororfringe, e logo merecem
ser investigados mais a fundo. Este foi o primeiro trabalho avaliando cancer de
orofaringe e metilacdo no INCA, passo inicial para elucidar o papel das

alteracoes epigenética na carcinogénese da orofaringe.
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6 CONCLUSOES

- Homens brancos, com idade entre 41-60 anos, etilistas e tabagistas com
tumores moderadamente diferenciados, em estadiamento clinico 1V, tratados
com radioterapia exclusiva e status de HPV negativo refletem o perfil dos
pacientes com carcinoma de células escamosas de orofaringe diagnosticados
no INCA.

- Na populacéo de estudo, foram positivos para a expressdo da proteina pl16
por imuno-histoquimica apenas 9,2% dos casos.

- A presenca do gene E6 do HPV do tipo 16 foi evidenciada em 11,9% da

casuistica através da reacado em cadeia da polimerase quantitativa.

- Os niveis de metilacdo da LINE-1, HLTF-AS1, FAM217B e B3GALT6 em
amostras de tecido tumoral de carcinoma de células escamosas de orofaringe
foram em grande parte heterogéneos. Os casos HPV positivos apresentam-se
hipermetilados para LINE-1 e hipometilados para HLTF-AS1, FAM217B e
B3GALTS6.

- Em relacdo ao status de HPV, apenas 21 casos (6,1%) foram classificados
como HPV positivos. O status de HPV esta associado ao perfil de metilacdo de
LINE-1 e a assinatura epigenética padrdo do HPV (HLTF-AS1, FAM217B e
B3GALT6). As curvas ROC comparando o status de HPV com o padrdo de
metilacdo de LINE-1 e com apresenta o padrdo de metilacdo da assinatura
epigenética do HPV apresentam alta AUC, sensibilidade e especificidade. No
entanto o status de HPV ndo apresentou associacdo com os dados clinico-

patolégicos dessa populacéo.
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- O etilismo, intencdo do tratamento e tratamento adjuvante sao valores
independentes para a sobrevida global. Para a sobrevida livre de doencga, o
tratamento adjuvante é fator de risco independente. J& para a sobrevida
especifica por cancer a intencdo do tratamento € considerada independente
para esta populacdo de estudo. Como visto, o status de HPV nao impactou na
sobrevida global, livre de doenca e especifica por cancer na populacao deste

estudo.
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3. Quanto ao Orgcamento:
3.1. De acordo com o item "Metodologia" do projeto, esta pesquisa tem financiamento da FAPERJ e
CNPg,entretanto, nas informagdes basicas da PB foram registrados a Coordenacido de Pesquisa do INCA e

a FAPERJ. Esclarecer e ajustar as discrepdncias apresentadas.

RESPOSTA: "O fincanciamento do projeto sera da FAPERJ e da Coordenacdo de Pesquisa do INCA, o
CNPq foi citado erroneamento, este termo foi removido e inserido o patrocinador adequado - pagina 6 do
PROJETO dentro do pnmeiro paragrafo do item METODOLOGIA".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4 Em relacéo as Informagdes basicas na PB:

4 1. Foi registrado a resposta "ndo" para o gquestionamento "Havera retencdo de amostras para
armazenamento em banco?". Entretanto, de acordo com a descricao metodologica do projeto havera guarda
temporaria das amaostras biclogicas no Laboratono do Programa de Carcinogénese Molecular do Centro de
Pesquisas (CPQ) do INCA, ou seja, Biorrepositorio. Observe os documentos necessdarios para
armazenamento de material biolégico humano em biorrepositério atrelado a um projeto de pesquisa
especifico conforme a Resolugcdo CNS 441/11, itens 2.1l e 6, Portania MS 2.201/11, Capitulo I, Artigos 5° e
Capitulo lll, Artigo 8 e Norma Operacional CNS N® 001/2013 anexo Il. Solicita-se adequacao.
RESPOSTA:"Tal informacao foi corrigida junto a Plataforma Brasil, pois havera armazenamento de

amostras em banco, caracterizando Biorrepositério”
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA

4 2 A hipdtese apresentada ndo se caractenza como tal. Foram apresentadas afirmativas sobre o tema e
possiveis beneficios do estudo. Solicita-se adequacao.

RESPOSTA: "Esta orientagdo foi acatada e realizada a alteracdo no texto junto a Plataforma Brasil".
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5. Quando ao TCLE:

Endereco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 203

Bairro: CENTRO CEP: 20.231-092
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone:  (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4536 E-mail: cep@inca.gov.br
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5.1. De acordo com a Resolucdo 466/12 o TCLE deve conter linguagem acessivel, que permita o facil
entendimento pelo participantes de pesquisa. Desta forma, solicita-se a substituicio ou esclarecimento das

nomn
v

seguintes palavras/expressdes: "incidéncia”, "transicdo epidemialogica” e "MSc"

RESPOSTA:"As seguintes expressdes foram alteradas”

ANALISE:PENDENCIA ATENDIDA

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA), de acordo
com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/12 e na Norma Operacional N? 001/2013 do CNS,
manifesta-se pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto.

Ressalto o(a) pesquisador(a) responsavel devera apresentar relatérios semestrais a respeito do seu estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 21/11/2016 Aceito
do Frojeto ROJETO 548336.pdf 01:58:02
Recurso Anexado |Resposta_ao PARECER CONSUBSTA| 21/11/2016 |Simone de Queiroz Aceito
pelo Pesquisador NCIADO DO CEP.docx 01:57:27 | Chaves Lourenco
Projeto Detalhado / |Projeto_versao01.doc 21/11/2016 | Simone de Queiroz Aceito
Brochura 01:56:13 | Chaves Lourenco
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_rosto_versao01 pdf 20/11/2016 | Simone de Queiroz Aceito

23:58:38 |Chaves Lourenco
Declaracao de Regimento_Biorrepositorio_Frojeto_vers| 20/11/2016 | Simone de Queiroz Aceito
Manuseio Material |ao01.doc 23:56:42 |Chaves Lourenco
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
TCLE / Termos de | TCLE_versao01.doc 20/11/2016 |Simone de Queiroz Aceito
Assentimento / 23:56:15 | Chaves Lourenco
Justificativa de
Auséncia
Declaracao do FAFPERJ pdf 27/09/2016 | Simone de Queiroz Aceito
Patrocinador 16:26:13 | Chaves Lourenco
Orgcamento Orcamento. doc 27/09/2016 | Simone de Queiroz Aceito

Enderego: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 203

Bairro: CENTRO CEP: 20.231-092
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone:  (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mail: cep@inca gov br
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Orcamento Orcamento. doc 14:47-47 | Chaves Lourenco Aceito
Qutros Formulario_para_submissao_pdf 27/09/2016 | Simone de Queiroz Aceito
14:33:58 | Chaves Lourenco

Declaragdo de Declaracoes_da_pesquisadora pdf 27/09/2016 | Simone de Queiroz Aceito
Pesquisadores 14:31:39 | Chaves Lourenco

Declaragao de Declaracoes_de_formacao_de_biorrepo| 27/09/2016 |Simone de Queiroz Aceito
Manuseio Material | sitorio.pdf 14:30:45 |Chaves Lourenco

Biologico /

Biorepasitoria /

Biobanco

Cronograma Cronograma.doc 27/09/2016 | Simone de Queiroz Aceito

14:28:19 | Chaves Lourenco

Situagdo do Parecer:
Aprovadao

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

RIC DE JANEIRO, 09 de Dezembro de 2016
Assinado por:
Carlos Henrique Debenedito Silva
{Coordenador)

Endereco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 203

Bairro: CENTRO CEP: 20231-092

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRD

Telefone:  (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4356 E-mail: cep@inca.gov.br
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Secretarla de Estado de Ciéncla e Tacnologia do Rlo de langira

Formulario de Inscricao
Edital: APQ1 - Auxilio a Pesquisa basica - 2014/2
Solicitante: Simone de Queiroz Chaves Lourengo
Pedido: 208538

Instituigao: |Univer5idade Federal Fluminense

Unidade: |Fa-:u|dade de Odontologia

Departamento: |Pato|oqi_a

CEP: [24220-900

Enderego: |UFF— Universidade Federal Fluminense |N|.'|mero: 9
Complemento: |3 Andar |Bairro: |I::arai
Municipio: |Niterdi lur: |RJ |Pais: |Brasil

Telefone: |21 2629900  |Ramal: [9803

Area

Grande Area Area Sub Area

Ciéncias da Saude QOdontologia Clinica Odontolégica

ArealSetor Principal

Clinica Odontologica

Tema Principal

Faixa: |

Dados Gerais

Dados Gerais

Titulo

AVALIAR A IMUNOEXPRESSAQ DA PROTEINA P16 EM CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS DE
OROFARINGE NA INVESTIGACAO DA PRESENCA DO HPV

Resumo estruturado para divulgacdo

Introdugdo: O cancer de orofaringe teve um aumento de sua incidéncia em alguns paises ao longo dos ultimos 20 anos.
O carcinoma de celulas escamosas de orofaringe (CCEQO) representa 90 a 95% desses tumores, representando um
desafio no controle e tratamento oncologico. Este aumento tem sido atribuido, em especial, ao Papilomavirus Humano
(HPV). Observou-se uma transigdo epidemiolagica nos paises desenvolvidos que impactou no perfil dos pacientes com
CCEO, deixando de ser tabagistas, etilistas e de baixa renda e passaram ter como agente etiologico a infeccdo por
HPY, apresentar idade mais precoce e melhor prognéstico. No Brasil, esta situacdo ainda ndo esta definida. Objetivo:
Investigar a presenca de HPV através da imunomarcacdo da proteina p16 em carcinomas de células escamosas de
orofaringe numa populacao brasileira. Material e Métodos: Estudo retrospectivo e descritivo de 400 pacientes com
diagnostico de CCEQ, entre 01 de janeiro de 1999 a 31 de dezembro de 2010 do Instituto Nacional de Cancer. Os
dados sacio-demograficos e clinico-patologicos da populagido de estudo serdo coletados e armazenados em um banco
de dados. As informacdes a respeito de obito, recorréncia local, presenca de segundo tumor primario, metastase
regional e a distancia serdo coletadas e a sobrevida global, sobrevida livre de doenca e sobrevida especifica calculadas.
As [aminas contendo cortes corados em HE serdo avaliadas com aplicacdo da gradacdo histopatolégica da OMS
(BARNES et al., 2005) e Avaliacdo Histopatolégica de Risco (AHR) proposta por BRANDWEIN-GENSLER et al. (2005)
A reacdo de imuno-histoquimica para a proteina p16 sera realizada utilizando o CINtec Histology kit no sistema de
automacao Ventana Benchmark Autostainer. O tumor sera considerado positivo para p16 com forte e difusa marcacao
nuclear e citoplasmatica presente em mais de 70§ das células neoplasicas. Perspectivas: Os resultados dessa pnmeira
parte do estudo direcionardo as avaliacdes sequintes de identificacdo e caracteriz

Introducdo
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Rubrica:

A incidéncia de carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) tem aumentado nas Ultimas trés
décadas (KOWALSKI & SANABRIA, 2007). E a quinta principal causa de cancer em incidéncia e a sexta principal causa
de morte por cancer do mundo (GOON et al , 2009). Aproximadamente 570.000 novos casos de CCECP séo
diagnosticados anualmente em todo o mundo, representando 5§ de todos os tumores (RIBEIRO et al , 2011). O CCECP
€ uma doenca atribuida a exposi¢des ambientais (GILLISON et al., 2000). Os carcinomas de células escamosas da
orofaringe (CCEQ) sdo categorizados como carcinomas de células escamosas (CCE) de cabeca e pescoco, juntamente
com carcinoma de células escamosas de boca, laringe e hipofaringe (GILLISON et al_, 2000; BABOCl et al, 2013). O
CCEO apresenta cerca de 50.000 casos incidentes (FERLAY et al., 2010; VAN MONSJOU et al., 2010), e juntamente
com carcinomas de células escamosas da hipofaringe eles representam cerca de 1,1§ de toda a malignidade do mundo
(FERLAY et al_, 2010). O uso do tabaco e o consumo de alcool s&o fatores de risco bem estabelecido, mas
recentemente a infeccao por HPV tem sido identificada como um agente etiologico para esses canceres, especialmente
na orofaringe, incluindo base de lingua e tonsila (HERRERO et al , 2003; CHATURVEDI et al_, 2011; ANANTHARAMAN
et al., 2013). Ha aproximadamente trés anos, a participagao do papilomavirus humano (HPV) no carcinoma cervical foi
postulado. Hoje, esta bem estabelecido como familia de virus heterogénea, como importante agente carcinogénico
biolégico em humanos, causando nao somente a grande maioria dos tumores cervicais e ano-genitais, mas também um
numero varnavel de canceres em outros locais do corpo humano incluindo cabeca e pescoco (MANNARINI et al., 2009).
Observou-se uma transi¢do epidemiologica nos paises desenvolvidos que impactou no perfil dos pacientes com CCEQ,
deixando de ser tabagistas, etilistas e de baixa renda e passaram ter como agente etiologico a infecgdo por HPV,
apresentar idade mais precoce e melhor prognostico (EVANS, M. et al., 2013). No Brasil, ainda faltam informacg des
sobre a ocorréncia dessa fransicdo epidemiologica ocorrida nos paises desenvolvidos (INCA, 2012). Somente a
presenca de HPV néo é suficiente para o desenvaolvimento de neoplasia. Os co-fatores genéticos e outros ambientais
parecem ser necessarios para o desenvolvimento do carcinoma. A expressao de oncogenes E6 e E7 do HPV-16 produz
aneuploidia cromossomica, favorecendo a integracdo de genomas do HPV de alto risco nos cromossomas de células
normais (BRINEZ et al. 2007) Um aspecto a ser destacado € a existéncia de outros carcindégenos que atuam sobre o
epitelio de revestimento da mucosa, dentre eles, assumem importante destaque aqueles provenientes do tabaco e 0
produto metabdlico do etanol - o acetaldeido, que pela poténcia e frequéncia, tém uma a¢&o oncogénica comprovada
sobre o epitelio, dificultando ainda mais o estudo sobre a agdo do HPV (SCULLY, 2002; OLIVEIRA etal., 2003). O HPV
e encontrado em aproximadamente 20§ de todos os CCECP e em 50-85§ dos CCEO (D'SOUZA et al., 2010).
Entretanto, a maiona (> 90§) dos CCECF associados ao HPV & causada pelo tipo HPV 16, 0 mesmo que leva ao cancer
ano-genital associado ao HPV (MARUR et al., 2010; D°'SOUZA et al., 2010; KREIMER et al., 2005; SINGHI & WESTRA,
2010). Atualmente, existem dados moleculares e epidemiologicos suficientes que sugerem um significado
etiopatogénico do HPV em CCECP (AL-SWIAHB et al., 2011). Os tumores HPV positivo ( ) e HPY negativo (-)
representam diferentes entidades clinicopatolégicas e moleculares, pois possuem diferentes incidéncias, etiologias,
idades, sitios de predilecdo e prognésticos (LEEMANS et al., 2011; SNOW & LAUDADIO, 2010; GILLISON, 2008,
D'SOUZA et al., 2010). Os tumores HPV paositivos possuem tipicamente o TP53 do tipo selvagem (ndo mutado), a
presenca e o tipo de mutacdo do TP53 tem relevancia prognéstica sendo observado que tumores com mutagfes no
TP53 apresentam pior comportamento (LEEMANS et al., 2011; LICITRA et al., 2006). O CCECP associado ao HPV
parece ser uma entidade clinica distinta, tendo melhor prognéstico que os tumores HPV negativos, em parte, devido ao
aumento da sensibilidade do cancer a quimioterapia e radioterapia (MARUR et al., 2010; FAKHRY et al_, 2008; LICITRA
et al., 2006). Quando comparados com os carcinomas de células escamosas HPV negativos, os casos positivos tém
forte imunoexpressdo da proteina p16, um componente da via supressora do tumor retinoblastoma. A expressao do p16
e intensa e difusamente identificada em tumores associados ao HPV, mas ausente em carcinomas HPV negativos.
Casos que sido HPV positivos, mas negativos para a expressdo de p16, sdo mais similares aos casos HPVY negativos
em nivel molecular, sugerindo que, nesses casos, o0 HPV ndo esta diretamente envolvido na carcinogénese (SNOW &
LAUDADIO, 2010; LICITRA et al., 2006). S&o varios os méetodos de biologia molecular utilizados atualmente para a
deteccéo do HPV, que podem ser classificados de acordo com sua sensibilidade (PIVA et al , 2008). Entre as técnicas
utilizadas temos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que pode identificar tipos especificos de HPV com o uso de
iniciadores especificos ou posterior digestdo por enzimas de restrigdo; a analise por PCR em tempo real para quantificar
a carga viral; a hibndizag&o in situ, que permite também a identificacdo da presenca e a tipagem com o uso de sondas
especificas; a deteccéo de anticorpos dirigidos contra epitopos do HPV e a detecgéo por imuno-histoguimica de
biomarcadores relacionados (por exemplo: a proteina p16) (MARUR et al., 2010). A PCR tem a vantagem de
sensibilidade com a capacidade de detectar pelo menos uma cépia do genoma viral por célula. O uso de hibridizag&o in
situ e de imuno-histoquimica oferecem vantagens em termos de acesso, custo e tempo de trabalho. Varios estudos tém
comparado as técnicas na tentativa de otimizar e valida-las na deteccao do HPV (SNOW & LAUDADIO, 2010). A
incidéncia de CCE de boca tem diminuido nos ultimos anos em muitas partes do mundo, de acordo com declinio no uso
do tabaco (FRANCESCHI et al., 2000). Em contraste, a incidéncia CCEO tem aumentado ao longo dos ultimos 20 anos
em varios paises, incluindo Australia, Canada, Holanda, Estados Unidos e Reino Unido. Esses padrdes de incidéncia
divergentes levou a hipdtese de uma exposicao diferente ao tabaco e talvez a infecgdo por HPV, sejam responsaveis
pelo aumento da incidéncia do CCEOQ (GILLISON et al., 2012; CHATURVEDI et al., 2013). Recentes publicacdes
demonstraram que alguns biomarcadores como o HPV, p53, Bcl-2, EGFR e CA-9 apresentam impacto no prognostico
do CCEO (NGUYEN etal, 2010; FELLER et al., 2010). Na populagéo brasileira ndo ha estudos recentes que
investigaram a incidéncia do CCEO e apesar da introducdo de novos tratamentos a sobrevida de pacientes
diagnosticados com esse tumor permanece baixa (CHERNOK et al., 2009; FISCHER et al., 2010). O entendimento
dessa transi¢do epidemiolégica tem impacto direto sobre o tratamento do CCEQ, com consideravel efeito sobre a
qualidade de vida e a reabilitagdo social dos pacientes, alem dos custos terapéuticos. A caracterizacdo dos CCEQ
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associados ao HPV em diferentes regides do mundo pode direcionar importantes medidas na prevencdo,
potencialmente através da vacinacdo do HPV profilatica e politica de vacinacdo masculina (CHATURVEDI et al., 201.3).

Objetivas

OBJETIVO PRINCIPAL Investigar a presenca do HPV atraves da imunomarcacgdo da proteina p16 em carcinomas de
células escamosas de orofaringe numa populacdo brasileira. OBJETIVOS SECUNDARIOS 1. Avaliar por imuno-
histoquimica a proteina p16 para investigacdo da presenca do HPV no CCEQ; 2. Associar os resultados imuno-
histoquimicos identificados nos tumores com os dados clinico-patolégicos da populacdo de estudo; 3. Associar os
resultados imuno-histoguimicos obtidos com recidivas, acometimento de linfonodos e sobrevida.

Justificativas

O cancer de orofaringe apresenta alta incidéncia no ambito nacional e internacional e em contraste com outras
neoplasias seu prognostico ndo tem melhorado significantemente nas Gltimas décadas. Um biomarcador confiavel de
comportamento de alto risco para CCEO ainda permanece indefinido. Estudos mais recentes, realizados nos Estados
Unidos e Europa, descreveram a implicagao do HPV na etiopatogenia de alguns casos de CCEO separando essa
neoplasia em dois grupos - HPV positivos e negativos - que parecem distintos na evolugdo e comportamento da doenca.
Entender a transicao epidemiologica do CCEO no Brasil, atraves da investigacao da participacdo do HPV em tumores
de uma populacao de brasileiros mostra-se extremamente relevante. Esses achados poderao refletir em mudancas de
protocolos terapéuticos, inclusdo de medidas preventivas e melhorias na qualidade de vida desses pacientes.

Metas

- Ampliar o conhecimento na etiopatogenia do CCEQ; - A partir dos resultados obtidos com a expresséo da proteina p16
prosseguir investigacdo para confirmar e caracterizar a presenca do virus HPV por PCR e hibridizac&o in situ; -
Estabelecer a presenca do HPV no CCEQ da populac&o brasileira; - Possibilitar a compararacdo do perfil do CCEO no
Brasil com o Reino Unido e Estados Unidos; - Correlacionar os dados socio-demograficos, clinico-patologicos e
imunopositividade de proteina p16 com tratamento e desfecho dos pacientes; - Discutir trabalhos publicados
relacionados ao tema e apresentar resultados obtidos nos experimentos em reunides cientificas do grupo de pesquisa; -
Apresentar os resultados desse estudo em féruns cientificos nacionais e internacionais, além da publicagdo em revistas
de alto impacto.

Metodo
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Esse estudo esta sendo desenvolvido em parceria entre a Universidade Federal Fluminense, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro e o Instituto Nacional do Cancer onde participaréo alunos de graduacdo, doutorando e pesquisadores
das respectivas instituicdes. Este projeto de pesquisa tem aprovacéo no Comité de Etica do INCA sob o numerao de
registro 116/11. Os experimentos serdo realizados no Laboratério do Programa de Carcinogénese Molecular do Centro
de Pesquisas (CPQ) do INCA, no Laboratorio de Biotecnologia Aplicada — LABA (Setor Histologia) da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal Fluminense (LUFF) e no Laboratério de Toxicologia e Oncologia Molecular,
Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ). Populagéo de estudo Estudo
observacional retrospectivo e descritivo composto por 400 pacientes com diagnostico de CCEQ, entre 01 de janeiro de
1999 a 31 de dezembro de 2010 no Instituto Nacional de Cancer. Seréo aplicados os seguintes critérios para a selecdo
da populagdo de estudo: Pacientes =18 anos de idade com tumores primarios de orofaringe em qualquer estadiamento
clinico; com diagnéstico confirmado de CCEO por exame histopatologico; com pelo menos 3 anos de sequimento a
partir do momento do diagnostico. Serdo excluidos os pacientes cujos blocos de parafina representativos do tumor ndo
estiverem disponiveis ou ndo apresentarem material representativo do tumor ou mal conservado. Os dados sdcio-
demograficos e clinico-patolégicos da amostra selecionada serdo coletados dos prontuarios e armazenados em um
banco de dados. Dos prontuarios de cada paciente da amostra serdo compiladas informacdes como género, idade,
tabagismo, etilismo, estadiamento clinico (cTNM), estadiamento patolégico (pTNM), localizagdo do tumor, dados
referentes ao tratamento e ao acompanhamento bem como informacg&es sobre os aspectos macro e microscapicos dos
CCEO (ANEXO 1). Asinformacdes a respeito de obito, recorréncia local, presenca de segundo tumor primario,
metastase regional e a distancia seréo coletadas e a sobrevida global, sobrevida livre de doenca e sobrevida especifica
calculadas. Analise Histopatoldgica As laminas contendo cortes corados em HE serdo avaliadas por trés patologistas
(LAB; VGB; SQCL), de forma independente, apos periodo de calibracdo, utilizando-se um microscopio de optico de luz
(Nikon Labophot 2, Toquio, Japao) para aplicacéo da gradacdo histopatologica da OMS (BARNES et al, 2005) e
Avaliacao Histopatologica de Risco (AHR) proposta por BRANDWEIN-GENSLER et al. (2005) (BRANDWEIN-GENSLER
etal , 2010; CAMISASCA etal, 2011; LINDENBLATT et al, 2012). Em caso de discordancias, as laminas seréo
reavaliadas em conjunto. Reacdo de Imuno-histoquimica p16 A imuno-histoquimica para a proteina p16 sera realizada
utilizando o CINtec Histology kit (mtm Laboratories, AG, Germany) num valor de referéncia ao sistema de automacao
Ventana Benchmark Autostainer. Um CCE de tonsila com expressdo elevada de p16 sera utilizada como um controlo
positivo e o anticorpo primario sera omitido dos controles negativos. O tumor sera considerado positivo para p16 na
presenca de uma forte e difusa marcagao nuclear e citoplasmatica presente em mais de 70§ das células neoplasicas.
Todos os outros padrdes encontrados serdo classificados como negativos. (EVANS et al., 2013). Em seguimento, os
casos positivos para proteina p16 serdo investigados quanto a presenca e tipo do virus HPV por hibridizacdo in situ e
PCR. Analise Estatistica As descrigdes estatisticas das caracteristicas colhidas nos prontuarios serdo apresentadas
através de proporgdes, medias e medidas de variabilidade (desvio padrdo e erro padrdo), conforme a natureza das
variaveis. As informages socio-demograficas e clinico-patologicas dos pacientes com CCEQ serdo registradas e
armazenadas numa planilha do Microsoft Excel® e num banco de dados elaborado no software Epi Info versao 3.5.1
para Windows. A analise estatistica sera feita com auxilio do software SPSS (Statistic Package for Social Sciences)
versdo 17.0. Para avaliar a associagdo entre as variaveis sécio-demograficos e clinico-patolégicos da populagéo de
estudo com os resultados imuno-histoquimicos serdo utilizado o teste exato de Fisher ou o teste do Qui-quadrado. A
sobrevida global, a sobrevida livre de doenca e a sobrevida especifica serdo calculadas para verificar o valor preditivo
das vanaveis histopatologicas e imuno-histoquimicas do estudo. O estudo da sobrevida utilizara a analise de Kaplan-
Meier e o teste Log rank para comparacao das curvas. Em ambas as analises, quando néo houver o evento do
interesse, 0s casos serao considerados censurados. As decistes estatisticas serdao tomadas ao nivel de significancia de
0,05.

Resultados Esperados

- Estabelecer a participacado ou nao do virus HPV na etiopatogénese do CCEO na populacao brasileira; - Verficar a
ocorréncia ou ndo, nos Ultimos anos, da transic&o epidemiolégica do CCEO no Brasil; - A partir dos dados obtidos, caso
necessario, propor complementacées no processo diagnostico (HPV positivo X HPV negativo), indicar tratamentos mais
especificos que possam diminuir a morbidade e melhorar a sobrevida dos pacientes diagnosticados com CCEQ.

Referéncias bibliograficas

Pagina 4 de 9 18/08/2015 11:50:48

133




FAPERI
Processo n.2
@FAPERJ DI o

Fundagiio Carlos Chagas Filho de Amparo
tl’emuhodnl-tnmmﬂlndthnﬂm

FAPERI = Fundagio Carlos Chagas Filho de Amparo 3 Pesquisa do Estado do Rio de Janairo
GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRD
Secrataria de Estado de Ciencla e Tagnologla do Rlo de Janairg

Rubrica:

AL-SWIAHEB, J. N. et al. Prognostic impact of p16, p53, epidermal growth factor receptor, and human papillomavirus in
oropharyngeal cancer in a betel nut-chewing area. Arch Otolaryngol Head Neck Surg, 136(5): 502-508, 2010.
ANANTHARAMAN, D. et al. Human papillomavirus infections and upper aero-digestive tract cancers: the ARCAGE
study. J Natl Cancer Inst, 105(8): 536-545, 2013. BABQCI, L. et al. Evidence of the causal role of human papillomavirus
type 58 in an oropharyngeal carcinoma. Virol J, 10(1): 334, 2013. BARNES, L. et al. World health organization
classification of tumours. Pathology and genetics of head and neck tumours. Lyon: IARC Press, 2005. 168p.
BRANDWEIN-GENSLER, M. et al. Oral squamous cell carcinoma: histologic risk assessment, but not margin status, is
strongly predictive of local disease-free and overall survival. Am J Surg, 29(2): 167-178, 2005. :SMITH, R.
V.. WANG, B. et al. Validation of the histologic risk moadel in a new cohort of patients with head and neck squamous cell
carcinoma. Am J Surg Pathol, 34(5). 676-688, 2010. BRINEZ, A. M. et al. Tipificacion del virus de papiloma humano.
Rev Venez Oncol, 19(4): 321-331, 2007. CAMISASCA, D. R_; HONORATO, J.; BERNARDOQ, V. et al. Expression of bcl-2
family proteins and asssociated clinicopathologic factors predict survival outcome in patients with oral squamous cell
carcinoma. Oral Oncology, 45(3): 225-233, 2009. ; SILAMI, M. A; HONORATO, J. et al. Oral squamous cell
carcinoma: clinicopathologic features in patients with and without recurrence. ORL, 73(3): 170-176, 2011. CHATURVEDI,
A K. etal. Human papillomavirus and rising oropharyngeal cancer incidence in the United States. J Clin Oncol, 29(32):
4294-4301, 2011. et al. Worldwide Trends in Incidende Rates for Oral Cavity and Oropharyngeal Cancers. J
Clin Oncol, 18: 1-10, 2013. CHERNOK, R. D. et al. HPV-Related Nonkeratinizing Squamous Cell Carcinoma of the
Oropharynx: Utility of Microscopic Features in Predicting Patient Outcome. Head and Neck Pathol, 3(3): 186-194, 2009.
D'SOUZA, G. et al. Moderate predictive value of demographic and behavioral characteristics for a diagnosis of HPV 16-
positive and HPV 16-negative head and neck cancer. Oral Oncol, 46(2): 100-104, 2010. EVANS, M. et al. Human
Papillomavirus-associated oropharyngeal cancer: an observational study of diagnosis, prevalence and prognosis in a UK
population. BMC Cancer, 13: 220-230, 2013. FAKHRY, C. et al. Improved survival of patients with human papillomavirus-
positive head and neck squamous cell carcinoma in a prospective clinical trial. J Natl Cancer Inst, 100(4): 261-269, 2008.
FELLER, L. et al. Human papillomavirus-mediated carcinogenesis and HPV-assotiates oral and oropharyngeal
squamous cell carcinoma. Part 2: Human papillomavirus associated oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma.
Head Face Med, 15: 6-15, 2010. FERLAY, J. et al. Estimates of worldwide burden of cancer in 2008: GLOBOCAN 2008.
Int J Cancer, 127(12): 2893-2917, 2010. FISCHER, C. A. et al. P16 expression in oropharyngeal cancer: its impact on
staging and prognosis compared with the conventional clinical staging parameters. Annoc Oxford Journals, 21(10): 1961-
1966, 2010. FRANCESCHI, S. et al. Comparison of cancers of the oral cavity and pharynx worldwide: Etiological clues.
Oral Oncol, 36(1): 106-115, 2000. GILLISON, M. L. et al. Evidence for a casual association between human
papillomavirus and a subset of head and neck cancers. J Natl Cancer Inst, 92(9): 709-720, 2000. . Human
papillomavirus and prognosis of oropharyngeal squamous cell carcinoma: implications for clinical research in head and
neck cancers. J Clin Oncol, 24(36): 5623-5625, 2006. et al. Human papillomavirus and diseases of the upper
airway: head and neck cancer and respiratory papillomatosis. Vaccine, 30(Suppl5). 34-54, 2012, GOON, P. K. C. et al.
HPV & head and neck cancer: a descriptive update. Head Neck Oncol, 1: 36, 2009. HERRERO, R. et al. Human
papillomavirus and oral cancer: the International Agency for Research on Cancer multicenter study. J Natl Cancer Inst,
95(23): 1772-1783, 2003. HERBSTER, 5. et al. HPV infection in Brazilian patients with esophageal squamous cell
carcinoma: Interpnpulatmnal dlﬁerences lack of correlation with surrogate markers and clinicopathological parameters.
Cancer Lett, 326(1): 52-58, 2012. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (INCA). Estimativa 2012 - Incidéncia de cancer
no Brasil. Dlsponwel em: htlp {fwww_inca.gov briestimativa/ 2012/ KOUKOURAKIS, M. |. et al. Endogenous markers of
two separate hypoxia response pathways (hypoxia inducible factor 2 alpha and carbonic anhydrase 9) are associated
with radiotherapy failure in head and neck cancer patients recruited in the CHART randomized trial. J Clin Oncol, 24(5):
727-735, 2006. KOWALSKI, L. P.; SANABRIA, A. Elective neck dissection in oral carcinoma: a critical review of the
evidence. Acta Otorhinolaryngal Ital, 27(3): 113-117, 2007. KREIMER, A. R_ et al. Human papillomavirus types in head
and neck squamous cell carcinomas worldwide: a systematic review. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 14: 467-475,
2005. LAIMER, K. et al. High EGFR expression predicts poor prognosis in patients with squamous cell carcinoma of the
oral cavity and oropharynx: a TMA-based immunochistochemical analysis. Oral Oncol, 43(2): 193-198, 2007. LEEMANS,
C. R; BRAAKHUIS, B. J. M.; BRAKENHOFF, R. H. The molecular biclogy of head and neck cancer. Nat Rev Cancer,
11(1): 9-22, 2011 LI, W_ et al. Human papillomavirus positivity predicts favourable outcome for squamous carcinoma of
the tonsil. Int J Cancer, 106(4): 553-558, 2003. LICITRA, L. et al. High-risk human papillomavirus affects prognosis in
patients with surgically treated oropharyngeal squamous cell carcinoma. J Clin Oncol, 24(36): 5630-5636, 2006.
LINDENBLATT, R. C; MARTINEZ, G. L; SILVA, L. E. et al. Oral squamaus cell carcinoma grading systems analysis of
the best survival predictor. J Oral Pathol Med, 41(1): 34-39, 2012. MANNARINI, L. et al. Human papilloma virus {HPV) in
head and neck region: review of literature. Acta Otorhinolaryngol Ital, 29(3): 119-126, 2009. MARUR, S. et al. HPV-
associated head and neck cancer: a virus-related cancer epidemic. LancetOncoI 11(8} 781-789, 2010. NGUYEN, N. P.
et al. Human papillomavirus associated oropharyngeal cancer: a new clinical ent|t5|r QJM, 103(4): '229- 236, 2010.
OLIVEIRA, C M. et al. HPV e carcinogénese oral: revisao bibliografica. Rev Bras Otorﬁnolaringol 4(69): 553—559 2003.
PIVA, M. R. et al. Deteccdo de HPV em lesdes orais atraves da técnica de hibridizacdo in situ. Rev Cir Traumatol Buco-
maxilo-fac, 8(4): 61-68, 2008. POTTER, C_; HARRIS, A L. Hypoxia inducible carbonic anhydrase IX, marker of tumour
hypoxia, survival pathway and therapy target. Cell Cycle, 3(2). 164-167, 2004. QU, W. et al. PCR detection of human
papillomavirus: comparison between MY09/MY 11 and GP5 /GP6 primer systems. J Clin Microbiol, 35(6): 1304-1310,
1997. RIBEIRO, K. B. et al. Low human papillomavirus prevalence in head and neck cancer: results from two large case-
control studies in high-incidence regions. Int J Epidemiol, 40(2): 489-502, 2011. SAMBROOQK, J.; MANIATIS, T.;
FRITSCH, E. F. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 SCULLY,
C. Oral squamous cell carcinoma; from an hypothesis about a virus, to concern about possible sexual transmission. Oral

Pagina 5 de 9 18/08/2015 11:50:48

134



FAPERI
FAPERJ Processo n.2
Fundagin Carlos Chagas Filho de Amparo Data: —j—/.——. F!s‘:._.
& Pesquisa do Estado do Rio de Janeino

FAPERI =~ Fundagio Carlos Chagas Filha de Amparo & Pesquisa do Estado do Rio de Janairo Rubr‘ca_
GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE IANEIRO Ica:
Secretaria de Estado de Ciéncla e Teonologla do Rlo de langiro

Oncology, 38: 227-234, 2002. SILVA, P. et al. Tumor expression of major vault protein is an adverse prognostic factor for
radiotherapy outcome in oropharyngeal carcinoma. Int J Radiat Oncol Biol Phys, 69(1): 133-140, 2007. etal
Differences in the prognostic significance of tumor HIF-1 expression for outcome following radiotherapy in oropharangeal
cancer. Int J Radiat Oncol Biol Phys, 72(5): 1551-1559, 2008. SILVA JUNIOR, J. de A; CAMISASCA, D.R;;
BERNARDO, V. et al. The significance of p53 immunoexpression with different clones (DO-7 and PAb-240) in oral
squamous cell carcinoma. ORL, 75(2): 82-90, 2013. SINGHI, A. D. & WESTRA, W. H. Comparison of human
papillomavirus in situ hybridization and p16 immunchistochemistry in the detection of hum papillomavirus-associated
head and neck cancer based on a prospective clinical experience. Cancer, 116(9): 2166-2173, 2010. SNOW, A. N_;
LAUDADIO, J. Human papillomavirus detection in head and neck squamous cells carcinomas. Adv Anat Pathol, 17(6):
394-403, 2010. VAN MONSJOU, H. S. et al. Oropharyngeal squamous cell carcinoma: a unique disease on the rise?
Oral Oncol, 46(11): 780-785, 2010.

Especialidade 1

Odontologia

Especialidade 2

Patologia Bucal

Especialidade 3

Oncologia

Especialidade 4

Estomatologia

Palavra Chave 1

Cancer de orofaringe

Palavra Chave 2

Carcinoma de Células Escamosas

Palavra Chave 3

Proteina p16

Palavra Chave 4

HPV

Palavra Chave 5

Imuno-histoquimica

Palavra Chave 6

Cancer de Cabeca e Pescoco

Orgamento detalhado de Capital

Material Permanente e Equipamento Nacional

Itens [Discriminagdo |Unidades Quant |Vl unit VI total QObservagoes Anexo

0 R$ 0.00 R$ 0.00

Material Permanente e Equipamento Importado

Itens |Discriminagdo |Unidades Quant |V unit VI total Observagdes Anexo

0 RS 0.00 R$ 0.00

Obras e Instalagdes

Itens |Discriminagdo |Unidades Quant |Vl unit VI total Observagoes Anexo

0 RS 0.00 R$ 0.00

Orgamento detalhado de Custeio
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Servicos de Terceiros - PJ

Itens |Discriminagdo |Unidades Quant |VI unit VI total Observagoes Anexo

0 R$ 0.00 R$ 0.00

Servicos de Terceiros - PF

Itens |Discriminagdo |Unidades Quant VI unit VI total Observagoes Anexo

0 R$ 0.00 R$ 0.00

Material de Consumo Nacional

Itens |Discriminagdo |Unidades Quant |VI unit VI total Observagoes Anexo

7 10X EZ PREP |5279771001 |2 R$ 311,00 R$ 622,00 reagente para reacéo Sim
Solution, 2L

8 BenchMark 5424569001 |2 R$ 640,00 R$ 1280,00 reagente para reagdo Sim
Ulira CCA1

5 BenchMark 5424534001 |12 R$ 109,00 R$ 1308,00 reagente para reacio Sim
Ultra LCS

5 Bluing Reagent |5266769001 |2 R$ 127,00 R$ 254.00 reagente para reacio Sim

1 CINtec® p16 6695248001 |10 R$ 1453 65 R$ 1453650 kit para reacdo de imuno-  |Sim
Histology histoquimica para p16

6 Hematoxylin Il 5277965001 |2 R$ 115,00 R$ 230,00 Sim

3 Label, Blank, 5247829001 |2 R$ 160,00 R$ 320,00 reagente para reagdo Sim
Flap, 540 Roll

10 Microscope 5244927001 |10 R$ 330,00 R$ 3300,00 laminas para colocar os Sim
Slide, recortes para reagao
Superfrost Plus imuno-histogquimica
(FoC)

9 Reaction Buffer |5353955001 |2 R$ 161,00 R$ 322,00 reagente para reagao Sim
Concentrate
(10X)

4 Ribbon, Ebar  |5250889001 |3 R$ 53,00 R$ 159,00 reagente para reagao Sim
Printer

2 UltraView 5269806001 |3 R$ 1964,00 R$ 589200 kit de deteccgad da reacdo |Sim
Universal DAB

Detection Kit

50 RS 5423 65 R$ 2822350

Material de Consumo Importado

Itens |Discriminagdo |[Unidades Quant [VI unit VI total QObservacgoes Anexo
0 R$ 0.00 R$ 0.00

Diarias

Itens |Discriminagdo |Unidades Quant |VI unit VI total Observagdes Anexo
0 R$ 0.00 R$ 0.00

Passagens

Itens |Discriminagdao |Unidades Quant VI unit VI total Observagoes Anexo
0 R$ 0.00 R$ 0.00

Despesa de importacéo

Itens |Discriminag.’a’o |Unidades |Quant |VI unit |VI total Observagoes Anexo
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Processo n.2
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Rubrica:

| | [

[R$ 0.00

[R$ 0.00

Orcamento Resumido

ORCAMENTO DETALHADO DE CUSTEIO

Descrigdo das despesas Solicitado a Faperj |Contra Partida Total por rabrica Percentual
Servicos de Terceiros - PJ R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0
Servicos de Terceiros - PF R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0
Material de Consumo Nacional R$ 2822350 R$ 0,00 R$ 26223 50 100
Material de Consumo Importado R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0
Dianas R$ 0.00 R$ 0.00 RS 0.00 0
Passagens R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0
Despesa de importacfio R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0
R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0
R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0
R$ 0.00 R$ 0,00 RS 0.00 0
ORGCAMENTO DETALHADO DE CAPITAL
Material Permanente e Equipamento  |[R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0.00
Nacional
Material Permanente e Equipamento  |R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0.00
Importado
Obras e Instalacdes R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0.00
R$ 0.00 R$ 0.00 RS 0.00 0.00
R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0.00
R$ 0.00 R$ 0,00 R$ 0.00 0.00
TOTAL ORGAMENTO |R$ 28223 50 [R$ 0,00 [R$ 0.00 100%

Termo de compromisso

Declaro, para fins de direito, conhecer as Normas gerais fixadas pela FAPERJ para
concesséo de Bolsas e Auxilios e assumo compromisso de dedicar-me as atividades de
pesquisa ou ensino durante a vigéncia do beneficio.

Local:

Data: / /

Assinatura do Proponente:

Concordancia da instituicdo:
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8.3 FICHA DE REGISTRO

CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE OROFARINGE FICHA DE REGISTRO

Codificacio do participante:
¢ P P | Responsavel por preencher: Data:

Estado civil: Ocupagéo:
[ IDENTIFICAGAO DO PACIENTE

Sexo Masc [] [Fem ] cor{_|B[_|P[]N_]A | pata de Entrada:
Naturalidade: Residéncia:
Data de Nascimento:
Peso: Altura: Data da Bidpsia:
Escolaridade Antecedentes Familiares Sim[ | Néo[ |
Analfabeto [ ] Basico | ] incompleto [_| Médio [ superior [ |
Tabagismo Sm 7] |ndo [ ] |Ex [] Tipo/Dose:
Etilismo Sim D Ndo D Ex D Tipo/Dose:
Nome da Mae: ASA:
[INFORMAGAO SOEBRE A DOENGA, TRATAMENTO
Qutros Tumores sim [ ] [Ndo[ ] Qual: cTNM
Outras Lesdes Orais: cEstadio
Impressdo Diagnostica: CTNM prévio tto:
BASE DE AMIGDA LOJA VALECUL UWUL. PALATI OUTROS
Localizac LINGUA [ ] AMIGDALIANA [ ] MOLE | ] qual
ocalizagao PILAR:. _ ANTERIOR = POSTERIOR . PAREDE.  LATERAL — POSTERIOR =
. , Data do tratamento
Tratamento Inicial Tratamento Adjuvante inicial:
M Quimicterapia [ Radioterapia ||
Cirurgia n® de ciclos: Dose e fracdo:
Radioterapia Quimioterapia Data final do
Dose e fragio: L Suporte (CSTO) [ n° de ciclos: L tratamento:

Outras informagdes:
[INFORMAGOES SOBRE A CIRURGIA

Esvaziamento Cervical | 5™ [] TPo Ndo ] PTNM:
Margens Livres Sim |jApc’:s ampliacdo D Nao |:| pEstadio:
Tipo Cirurgia:

[ ACOMPANHAMENTOC
Recidiva Local |:| Regional D Distancia D
Localizagdo: Tipo de tratamento da recidiva: Data recidiva:

Detecgido da Recidiva Clinica D RX D Histo D CItc1:| Qutra/Qual
Data CSTO: 1° Data SED: Data Ultima Consulta:
Data Obito: _ Causa Obito: Ultima Data SED:
STP M ]| ™[] Locat sTP: Data STP:

Espessura do tumor:

[ HISTOPATOLOGIA |
N° Bidpsia: boirgssia In situ |:| Bem D ModeradamenteD Pouco |:|
N° Cirurgia: coi:‘:lsrgi& In situ |:| Bem |:| Moderadamentelj Pouco D
Invasdo Perineural: Qual: Sim L[] Nao [] Extracapsular Sim |:| Nao []

Descrigdo da lesdo:
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8.4 MATERIAL COMPLEMENTAR

8.4.1 PERFIL DOS PACIENTES COM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE OROFARINGE HPV POSITIVOS: N=21 (6,1%).

ID Caso: ORO 037

Sexo: Masculino

Cor da pele: Branca

Escolaridade: 1° grau incompleto

Idade: 45 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Unico: Nao

Localizacao: Loja amigdaliana e palato mole

Tratamento inicial: Radioterapia

Tratamento adjuvante: Nao

CTNM: IV

OMS: Moderadamente diferenciado

Broders: 3

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progresséo da doenca: Sim

Segundo tumor primario: Ndo

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

ID Caso: ORO 114

Sobrevida global: 11,97 meses

Sexo: Masculino

Sobrevida livre de doenca: 11,97 meses

Cor da pele: Branca

Sobrevida especifica: 11,97 meses

Escolaridade: 1° grau incompleto

Idade: 57 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Unico: Ndo

Localizacdo: Amigdala, pilar amigdaliano anterior e palato mole

Tratamento inicial: RXT e QT

Tratamento adjuvante: Nao

CTNM: 1lI

OMS: Moderadamente diferenciado

Broders: 2

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Sim (local)

Progressédo da doenca: Nao

Segundo tumor primario: Ndo

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

ID Caso: ORO 153

Sobrevida global: 21,53 meses

Sexo: Masculino

Sobrevida livre de doenca: 9,47 meses

Cor da pele: Branca

Sobrevida especifica: 21,53 meses

Escolaridade: 1° grau incompleto

Idade: 54 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Gnico: Nao

Localizacdo: Loja amigdaliana, base de lingua e valécula

Tratamento inicial: Suporte

Tratamento adjuvante: Nao

CTNM: IV

OMS: Moderadamente diferenciado

Broders: 3

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progresséo da doenca: Nao

Segundo tumor primario: Ndo

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

Sobrevida global: 0,30 meses

Sobrevida livre de doenca: 0,30 meses
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Sobrevida especifica: 0,30 meses




ID Caso: ORO 185

Sexo: Masculino

Cor da pele: Branca

Escolaridade: Superior completo

Idade: 42 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Unico: Nao

Localizacado: Base de lingua, pilar amigd

aliano anterior e parede lateral

Tratamento inicial: Radioterapia

Tratamento adjuvante: Nao

CTNM: IV

OMS: Moderadamente diferenciado

Broders: 2

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progressé&o da doenca: Sim

Segundo tumor primario: Ndo

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

ID Caso: ORO 212

Sobrevida global: 11,97 meses

Sexo: Masculino

Sobrevida livre de doenca: 11,97 meses

Cor da pele: Negro

Sobrevida especifica: 11,97 meses

Escolaridade: 1° grau incompleto

Idade: 60 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Gnico: Nao

Localizacdo: Base de lingua, amigdala, Gvula, pilar anterior e palato mole

Tratamento inicial: Radioterapia

Tratamento adjuvante: Nao

CTNM: IV

OMS: Moderadamente diferenciado

Broders: 2

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progressédo da doenca: Sim

Segundo tumor primario: Sim

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

ID Caso: ORO 233

Sobrevida global: 14,33 meses

Sexo: Masculino

Sobrevida livre de doenca: 14,33 meses

Cor da pele: Pardo

Sobrevida especifica: 14,33 meses

Escolaridade: 1° grau incompleto

Idade: 49 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Unico: Ndo

Localizacéo: Base de lingua e pilar amig

daliano anterior

Tratamento inicial: RxT e QT

Tratamento adjuvante: Sim

CTNM: Il

OMS: Moderadamente diferenciado

Broders: 3

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Sim (regional)

Progresséo da doenca: Nao

Segundo tumor primario: Ndo

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

ID Caso: ORO 252

Sobrevida global: 22,03 meses

Sexo: Masculino

Sobrevida livre de doenca: 21,07 meses

Cor da pele: Branco

Sobrevida especifica: 22,03 meses

Escolaridade: Superior incompleto
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Idade: 63 anos | Tabagismo: Sim Etilismo: Sim Tumor de sitio Unico: Sim
Localizacdo: Loja amigdaliana Tratamento inicial: RXT e QT Tratamento adjuvante: Ndo
CTNM: IV OMS: Moderadamente diferenciado Broders: 3 Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progressao da doenca: Ndo

Segundo tumor primario: Nao

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

Sobrevida global: 21,97 meses

Sobrevida livre de doenca: 21,97 meses

Sobrevida especifica: 21,97 meses

ID Caso: ORO 271

Sexo: Masculino

Cor da pele: Branco

Escolaridade: 1° grau incompleto

Idade: 62 anos

Tabagismo: Ex

Etilismo: Ex

Tumor de sitio Gnico: Nao

Localizacdo: Amigdala e loja amigdaliana

Tratamento inicial: Radioterapia

Tratamento adjuvante: Nao

CTNM: I

OMS: Bem diferenciado

Broders: 1

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Sim (local)

Progressédo da doenca: Nao

Segundo tumor primario: Nao

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

Sobrevida global: 18,30 meses

Sobrevida livre de doenca: 7,40 meses

Sobrevida especifica: 18,30 meses

ID Caso: ORO 274

Sexo: Masculino

Cor da pele: Branco

Escolaridade: 1° grau completo

Idade: 60 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Gnico: Nao

Localizacdo: Loja amigdaliana, pilar anterior e posterior, Uvula e palato mole

Tratamento inicial: RxT e QT

Tratamento adjuvante: Ndo

CTNM: Il

OMS: Moderadamente diferenciado

Broders: 2

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progressao da doenca: N&do

Segundo tumor primério: Ndo

Obito: Nao

Obito por cancer: Ndo

Sobrevida global: 9,00 meses

Sobrevida livre de doenca: 9,00 meses

Sobrevida especifica: 9,00 meses

ID Caso: ORO 288

Sexo: Masculino

Cor da pele: Branco

Escolaridade: 2° grau completo

Idade: 59 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Gnico: Nao

Localizacao: Pilar anterior e posterior, parede lateral e palato mole

Tratamento inicial: Radioterapia

Tratamento adjuvante: Nao

CTNM: 1lI

OMS: Pouco diferenciado

Broders: 4

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progresséo da doenca: Nao

Segundo tumor primario: Ndo

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

Sobrevida global: 2,57 meses

Sobrevida livre de doenca: 2,57 meses

Sobrevida especifica: 2,57 meses

ID Caso: ORO 292

Sexo: Masculino

Cor da pele: Branco

Escolaridade: Analfabeto

Idade: 57 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Unico: Sim

Localizagéo: Loja amigdaliana

Tratamento inicial: Radioterapia

Tratamento adjuvante: Ndo

CTNM: IV

OMS: Pouco diferenciado

Broders: 4

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progressao da doenca: Ndo

Segundo tumor primario: Nao

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

Sobrevida global: 1,03 meses

Sobrevida livre de doenca: 1,03 meses

Sobrevida especifica: 1,03 meses

ID Caso: ORO 296

Sexo: Feminino

Cor da pele: Negra

Escolaridade: Analfabeto

Idade: 89 anos

Tabagismo: Sim

Etilismo: Nédo

Tumor de sitio Unico: Nao

Localizacdo: Loja amigdaliana, Uvula e palato mole

Tratamento inicial: Radioterapia

Tratamento adjuvante: Nao

CTNM: llI

OMS: Pouco diferenciado

Broders: 4

Status HPV: Positivo (p16 e E6)

Recidiva: Nao

Progressédo da doenca: Sim

Segundo tumor primério: Ndo

Obito: Sim

Obito por cancer: Sim

Sobrevida global: 12,27 meses

Sobrevida livre de doenca: 12,27 meses

Sobrevida especifica: 12,27 meses

ID Caso: ORO 297

Sexo: Feminino

Cor da pele: Parda

Escolaridade: Analfabeto

Idade: 56 anos

Tabagismo: Ex

Etilismo: Sim

Tumor de sitio Gnico: Nao

Localizagdo: Loja amigdaliana, amigdala,

Uvula, palato mole e parede lateral

Tratamento inicial: Radioterapia

Tratamento adjuvante: Ndo

CTNM: 1l

| OMS: Pouco diferenciado

Broders: 4

Status HPV: Positivo (p16 e E6)
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Recidiva: Nao Progressédo da doenca: Nao

Segundo tumor primério: Ndo

Obito: Nao

Obito por cancer: N&o Sobrevida global: 117,10 meses

Sobrevida livre de doenca: 117,10 meses

Sobrevida especifica: 117,10 meses

ID Caso: ORO 315 Sexo: Masculino Cor da pele: Negro Escolaridade: 1° grau incompleto
Idade: 76 anos Tabagismo: Sim Etilismo: Sim Tumor de sitio Unico: Nao
Localizagéo: Loja amigdaliana, palato mole e parede lateral Tratamento inicial: Radioterapia Tratamento adjuvante: Nao
cTNM: IV OMS: Moderadamente diferenciado Broders: 3 Status HPV: Positivo (p16 e E6)
Recidiva: Ndo Progresséo da doenca: Sim Segundo tumor primario: Ndo Obito: N&o

Obito por cancer: N&o Sobrevida global: 4,20 meses Sobrevida livre de doenca: 4,20 meses Sobrevida especifica: 4,20 meses

143




Assinatura | Assinatura | Assinatura Continuacéo...
ID Caso p16 E6 Padréo 4CpG 2CpG ¢

7

N
]

Assinatura | Assinatura | Assinatura
Padréo

ID Caso p16 E6

9 163

10

11

20

24

25

26

28

173

31

33 174

176
182
183

34
35
37
38

41

42

44

49

51

52

53

54

55

56

59

63

64

65

66

69

76

79

81

82
83
84

85

86

88

90
94
97

98

108

109

110

111
114
118

119
120
127

Assinaturay Assinatura
4 CpG 2CpG
positiva positiva positiva

ANEXO 8.5 DETALHAMENTO DOS CASOS HPV+

128
129
139

Legenda: e

positivo positivo

141
144

]

153

8.5.1 ESQUEMA DEMONSTRANDO OS CASOS HPV
POSITIVOS FRENTE AS DIFERENTES TECNICAS
Continuacao... UTILIZADAS.
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