
 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2019

VICTOR BERNARDES BARROSO DA COSTA  

 

 

INVESTIGAÇÃO DA PRESENÇA E DA INFLUÊNCIA DO 

EPSTEIN-BARR VÍRUS NA SEVERIDADE DA 

PAPILOMATOSE LARÍNGEA 



 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São José dos Campos 

2019  

VICTOR BERNARDES BARROSO DA COSTA 

 

 

INVESTIGAÇÃO DA PRESENÇA E DA INFLUÊNCIA DO EPSTEIN-

BARR VÍRUS NA SEVERIDADE DA PAPILOMATOSE LARÍNGEA 

Tese apresentada ao Instituto de Ciência e Tecnologia, Universidade Estadual 

Paulista (Unesp), Campus de São José dos Campos, como parte dos requisitos 

para obtenção do título de DOUTOR, pelo Programa de Pós-Graduação em 

BIOPATOLOGIA BUCAL. 

Área: Patologia. Linha de pesquisa: Diagnóstico em patologia. 

 

Orientadora: Profa. Assoc. Estela Kaminagakura Tango 

Coorientadora: Profa. Dra. Patrícia Pimentel de Barros 



Instituto de Ciência e Tecnologia [internet]. Normalização de tese e dissertação
[acesso em 2019]. Disponível em http://www.ict.unesp.br/biblioteca/normalizacao

Apresentação gráfica e normalização de acordo com as normas estabelecidas pelo Serviço de
Normalização de Documentos da Seção Técnica de Referência e Atendimento ao Usuário e
Documentação (STRAUD).

Ficha catalográfica elaborada pela Biblioteca Prof. Achille Bassi e Seção Técnica de Informática, ICMC/USP 
 com adaptações - STATI, STRAUD e DTI do ICT/UNESP. 

 Renata Aparecida Couto Martins CRB-8/8376

Costa, Victor Bernardes Barroso
   Investigação da presença e da influência do epstein-barr vírus na severidade
da papilomatose laríngea. / Victor Bernardes Barroso Costa. - São José dos
Campos : [s.n.], 2019.
   50 f. : il.

   Tese (Doutorado em Biopatologia Bucal) - Pós-graduação em Biopatologia
Bucal - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e
Tecnologia, São José dos Campos, 2019.
   Orientadora: Estela Kaminagakura Tango
   Coorientadora: Patrícia Pimentel Barros

   1. Papilomatose. 2. Papilomavírus humano. 3. Vírus Epstein-Barr. 4. CD21.
5. Agressividade. I. Tango, Estela Kaminagakura, orient. II. Barros, Patrícia
Pimentel, coorient. III. Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto
de Ciência e Tecnologia, São José dos Campos. IV. Universidade Estadual
Paulista 'Júlio de Mesquita Filho' - Unesp. V. Universidade Estadual
Paulista (Unesp). VI. Título.



 

 

   

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

Profa. Assoc. Estela Kaminagakura Tango (Orientadora) 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - Unesp 

Instituto de Ciência e Tecnologia 

Campus de São José dos Campos 

 

Profa. Assoc. Ana Sueli Rodrigues Cavalcante 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - Unesp 

Instituto de Ciência e Tecnologia 

Campus de São José dos Campos 

 

Prof. Assoc. Luana Marotta Reis de Vasconcellos 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - Unesp 

Instituto de Ciência e Tecnologia 

Campus de São José dos Campos 

 

Profa. Dra. Lia Mizobe Ono 

Fundação Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas 

Departamento de Odontologia 

 

Profa. Dra. Luciana Yamamoto de Almeida 

Universidade de São Paulo (USP) 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

 

 

São José dos Campos, 11 de Janeiro de 2019. 



 

 

   

 

DEDICATÓRIA 

 

 

À minha avó, Iracy de Lima Barroso (in memorian), exemplo de amor, 

força e coragem. Nenhum dia se passa sem que eu lembre o quão importante 

ela foi nisso tudo, não há ato maior de amor do que ensinar e ela foi minha 

primeira professora, aprendi a juntar as primeiras palavras através dela. 

 

Às minhas duas mães, Rita e Luzia, que sempre viram nos estudos a melhor 

maneira de mudar de vida e que proporcionaram, através de muito esforço, 

toda a base para que eu chegasse até este momento. Não há palavras que 

possam expressar o quanto sou grato por tê-las em minha vida. 

 

Às minhas irmãs, Iara e Bárbara, e ao meu primo, Ícaro. Juntos crescemos 

e juntos seguiremos! 

 

Ao meu na morado, Adriano Delgado, pelo suporte em todos os sentidos e 

pela paciência. 

 

Ao futuro da ciência e deste País, resistiremos!  



 

 

   

 

AGRADECIMENTOS 

 

 

À Universidade Estadual Paulista (UNESP), na pessoa do diretor do Instituto de 

Ciência e Tecnologia de São José dos Campos, Prof. Tit. Estevão Tomomitsu 

Kimpara, e da vice-diretora Profa. Dra. Rebeca di Nicoló. 

 

Ao Programa de Pós-graduação em Biopatologia Bucal, na pessoa da 

coordenadora do programa, Profa. Assoc. Luciane Dias de Oliveira. 

 

Ao Laboratório de Biologia Molecular do Centro de Investigação Translacional 

em Oncologia do Instituto do Câncer de São Paulo (ICESP), na pessoa da Profa. 

Dra. Laura Cristina Sichero Vettorazzo, e da monitora em pesquisa 

Silvaneide Aparecida Ferreira; e ao Instituto Nacional de Ciências e 

Tecnologia das Doenças Associadas ao Papilomavírus Humano (Instituto do 

HPV), na pessoa da Profa. Dra. Luisa Lina Villa, da Dra. Bárbara Mello e da 

Dra. Giana Rabello Mota. Foi uma honra estar na presença de pessoas tão 

inspiradoras e ter aprendido tanto com cada uma delas, muito obrigado! 

 

À Escola Paulista de Medicina da UNIFESP, na pessoa do Prof. Assoc. Alfredo 

Ribeiro da Silva; e ao Centro Clinico de Cabeza y Cuello da Guatemala, na 

pessoa do Dr. Román Carlos Bregni. Obrigado principalmente pelas amostras 

cedidas para a realização deste trabalho. 

 

À minha orientadora, Profa. Assoc. Estela Kaminagakura Tango, pelo 

imensurável conhecimento transmitido, dedicação e paciência. Eu cresci, 

amadureci e muito do que me tornei devo à minha orientadora. Obrigado por 

contribuir de forma tão rica para minha formação como docente e pesquisador! 



 

 

   

 

À minha coorientadora, Profa. Dra. Patrícia Pimentel de Barros, pela 

paciência, ensinamentos e ajuda, principalmente no final deste trabalho. Levo 

comigo uma amiga preciosa! 

 

À Profa. Assoc. Ana Sueli Rodrigues Cavalcante, pelo conhecimento 

transmitido, presença alegre, incentivo e cuidado para comigo esse tempo todo. 

Obrigado também por despertar em mim o amor pela Terapia Fotodinâmica, 

sinto muita falta do nosso ambulatório de laser! 

 

Às professoras, Profa. Assoc. Ana Lia Anbinder, Profa. Tit. Janete Dias 

Almeida, Profa. Assoc. Juliana Campos Junqueira e a Profa. Tit. Yasmin 

Rodarte Carvalho pelas ajudas durante a execução deste trabalho, pelo 

conhecimento transmitido e pelas parcerias que aconteceram nos últimos anos. 

 

Aos demais membros da banca, Profa. Assoc. Luana Marotta Reis de 

Vasconcellos e Prof. Dra. Luciana Yamamoto de Almeida por deixarem seus 

afazeres e aceitarem o convite para fazer parte deste momento. Tenho certeza 

que ambas contribuirão de forma valorosa para este trabalho.  

 

Ao assessor técnico da Disciplina de Propedêutica Estomatológica, Sérgio 

Giovanny Alves, obrigado pela animação de todas as quintas, pelas conversas 

sobre os bichanos e por toda a amizade! 

 

Às professoras, Profa. Dra. Cintia Iara Oda Carvalhal, Profa. Dra. Lia 

Mizobe Ono e a Profa. Dra. Silvana Pasetto pelo incentivo, exemplo, apoio e 

amizade desde o meu início na odontologia. Estas foram as pessoas que abriram 

minha mente para a pesquisa e para a docência, e que continuam me inspirando 

até hoje! 



 

 

   

 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) 

e à Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) pela 

concessão da bolsa de doutorado - Processo FAPESP: 2016/24019-0 e pelo 

auxílio que proporcionou a execução desta pesquisa.  

 

Aos meus amigos e colegas, Anderson, Bruna, Bruno, Camila, Carlos, 

Cheyenne, Danielle, Diego, Elis, Felipe, Fernanda, Gabriel, Hanna, 

Jaqueline, Larissa, Lígia, Luciana, Milagros, Nayara, Noala, Renata Pilli, 

Renata Moraes, Rodnei, Tainá e Vivian, pela amizade, ajuda e suporte 

emocional de sempre! 

 

Aos técnicos de laboratório, Profa. Dra. Ana Lourdes Machado, Maria Salete 

Faria e Walter Cruz, pelo auxílio e ajuda nos momentos que precisei. 

 

E finalmente, ao Centro Universitário do Norte (UNINORTE), a casa que me 

formou e agora a casa que me emprega, na pessoa do coordenador do curso de 

odontologia Prof. Me. Glauber Palma. Obrigado pela amizade, suporte e 

compreensão durante as minhas ausências para finalização deste trabalho. 

 

  



 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“As convicções são cárceres” 

Friedrich Nietzsche  



 

 

   

 

SUMÁRIO 

 

RESUMO ............................................................................................................. 9 

ABSTRACT ....................................................................................................... 10 

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 11 

2 PROPOSIÇÃO ............................................................................................... 15 

2.1 Geral ............................................................................................................. 15 

2.2 Específicas .................................................................................................... 15 

3 MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................... 16 

3.1 Amostras e Análise Clinicopatológica ....................................................... 16 

3.2 Extração de DNA ......................................................................................... 18 

3.3 Genotipagem do HPV ................................................................................. 19 

3.4 Detecção do EBV ......................................................................................... 22 

3.5 Construção do microarranjo de tecidos .................................................... 23 

3.6 Hibridação in Situ para EBER ................................................................... 24 

3.7 Imuno-histoquímica .................................................................................... 25 

3.8 Análise imuno-histoquímica ....................................................................... 25 

3.9 Análise estatística ........................................................................................ 26 

4 RESULTADOS ............................................................................................... 27 

4.1 Análise clinicopatológica............................................................................. 27 

4.2 Resultados e análises dos testes de detecção viral e imuno-histoquímica...29 

4.3 Associação entre dados clinicopatológicos e HPV-DNA .......................... 32 

4.4 Associação entre os dados clínicos patológicos e EBV-DNA ................... 34 

5 DISCUSSÃO ................................................................................................... 35 

6 CONCLUSÃO ................................................................................................ 39 

REFERÊNCIAS ................................................................................................ 40 

APÊNDICE  ....................................................................................................... 48 

ANEXO ............................................................................................................... 49 

(conclusão) 



 

 

   

 

 

Costa VBB. Investigação da presença e da possível influência do Epstein-Barr 

vírus na severidade da papilomatose laríngea [tese]. São José dos Campos (SP): 

Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 

2019. 

 

 

RESUMO 

 

 

A papilomatose laríngea é uma neoplasia benigna causada pelo papilomavírus 

humano (HPV), sendo os tipos 6 e 11 os mais comuns, e que ocorre em dois 

grupos etários, juvenil e adulto. A possível coinfecção viral tem sido sugerida 

em lesões de cabeça e pescoço; nesse sentido, o Epstein Barr vírus (EBV), que 

também apresenta tropismo por células epiteliais vem sendo estudado neste 

grupo de lesões. Os objetivos deste estudo foram genotipar os HPVs, investigar 

a presença de EBV-DNA por PCR e EBV-RNA por hibridização in situ. Além 

disso, associar a presença de EBV com a imunoexpressão de CD21, os 

resultados obtidos com a escala laringoscópica de Derkay et al. (1998) e com os 

dados clinicopatológicos. Oitenta casos de papilomatose laríngea, juvenil (n=36) 

e adulta (n=44), foram retrospectivamente analisados e subdivididos em grupos 

de menor e maior severidade, baseando-se na escala de Derkay. Todas as 

amostras foram HPV posivitas, com 49 casos HPV 6, 26 casos HPV 11, 4 casos 

HPV 6 e 11, e 1 caso HPV 16. A presença de EBV-DNA foi detectada em 9 

amostras, entretanto EBV-RNA não foi não foi identificado em nenhuma 

amostra. Assim como a presença do EBV-DNA, a imunoexpressão de CD21 não 

se associou estatisticamente com quaisquer variáveis. A presença de HPV 6 foi 

mais comum em PLA e, o HPV 11 foi mais comum (p=0,02) e maior em casos 

de maior severidade (p=0,04), no grupo juvenil. A presença do EBV 

provavelmente não desempenha papel importante na progressão/severidade 

desta patologia. 

 

 

Palavras-chave: Papilomatose. Papilomavírus humano. Vírus Epstein-Barr. 

CD21 Agressividade. 
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ABSTRACT 

 

 

Laryngeal papillomatosis is a benign neoplasm caused by the human 

papillomavirus (HPV), been types 6 and 11 the most commonly related, and is 

divided into two groups: juvenile and adult. Viral coinfection has been 

suggested in head and neck lesions; in this sense, Epstein Barr virus (EBV), 

which also presents tropism for epithelial cells, has been studied in this group of 

lesions. The aims of this study are to perform HPV genotyping, investigate EBV-

DNA presence by PCR and EBV-RNA by in situ hybridization; and associate 

EBV presence with CD21 immunoexpression. Finally, the results were 

associated with Derkay laryngoscopic score. Eighty cases of laryngeal 

papillomatosis, juvenile (n = 36) and adult (n = 44) were retrospectively 

subdivided into low-risk and high-risk of severity based on the Derkay index. All 

samples were HPV-positive, with 49 cases of HPV 6, 26 cases of HPV 11, 4 

cases of HPV 6 and 11, and 1 case of HPV 16. The presence of EBV-DNA was 

detected in 9 samples, however EBV-RNA was not identified in any sample. As 

the presence of EBV-DNA, the CD21 immunoexpression was not statistically 

associated with any variables. The presence of HPV 6 was more common in 

ALP, HPV 11 was more common (p = 0.02) and higher in cases of higher 

severity (p = 0.04) in juvenile group. The presence of EBV probably does not 

play an important role in the progression/severity of this pathology. 

 

 

Keywords: Papillomatosis. Human papillomavirus. Epstein-Barr virus. CD21. 

Aggressiveness.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A papilomatose laríngea (PL) é uma patologia rara e considerada a 

manifestação clínica mais importante da infecção de laringe causada pelo 

papilomavírus humano (HPV), esta enfermidade é dividida em dois grupos 

distintos: a papilomatose laríngea de início juvenil (PLJ) e a papilomatose 

laríngea de início adulto (PLA) (Aaltonen et al., 2002). Nos papilomas laríngeos 

de início juvenil, o pico de incidência ocorre antes dos 5 anos de idade, não há 

predileção por sexo e geralmente estão associados aos HPVs transmitidos por 

via vertical, geralmente de uma mãe com infecção anogenital ativa ou latente, 

embora o parto cesariano não proteja a criança contra a infecção (El-Naggar et 

al., 2017). 

Os papilomas laríngeos de início na idade adulta apresentam o pico de 

incidência entre 20 e 40 anos de idade, com predileção pelo sexo masculino (El-

Naggar et al., 2017). Além disso, neste grupo de pacientes, a doença costuma 

cometer indivíduos com maior número de parceiros sexuais e com maior 

frequência de contatos orogenitais. Esta hipótese é baseada no fato de que a PL e 

os condilomas genitais apresentam os mesmos tipos de HPVs, os tipos 6 e 11, 

sendo o tipo 6 o mais frequente (Auborn et al., 1994; Aaltonen et al., 2002; 

Vancurova et al., 2002). O tipo 11, embora menos frequente é considerado o 

mais agressivo (Cook et al., 2000; Gerein et al., 2005; Donne et al., 2010; Lin et 

al., 2010; Reidy et al., 2004; Sanchez et al., 2013). 

A progressão dos papilomas é lenta, gerando sintomatologias como a 

dificuldade respiratória progressiva, disfonia e tosse persistente (Vancurova et 

al., 2002). Sua progressão pode acarretar obstrução da via aérea e a 

disseminação pulmonar, ambas consequências podem ser fatais (Aaltonen et al., 

2002). A raridade da doença pode retardar o diagnóstico médico levando a 
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tratamentos inadequados (Fasunla, Lasisi, 2009). Em geral, cerca de 100% dos 

pacientes jovens posteriormente diagnosticados com PL já apresentavam 

sintomas 2 anos antes do diagnóstico final (Harris et al., 2012); sendo que cinco 

a cada sete destes pacientes, recebiam tratamento para asma. O diagnóstico 

tardio da PLJ tem inúmeros efeitos sobre a criança, como o defeito na voz, 

levando ao isolamento e diminuição no engajamento em atividades que 

envolvam a comunicação (Merati et al., 2008). 

As características morfológicas e estruturais da orofaringe favorecem a 

colonização da região pelo HPV. Isso ocorre, muito provavelmente, devido à 

justaposição entre o epitélio escamoso estratificado e o tecido linfático, além da 

presença de criptas que aumentam a área de superfície epitelial e de mucosa não 

queratinizada, o que facilita o acesso viral às células basais; ambos fatores que 

se assemelham aos encontrados nos tecidos do trato genital (El-Mofty, Lu, 2003; 

Kreimer et al., 2005; Heck et al., 2010). O epitélio da laringe é uma membrana 

mucosa com propensão para o desenvolvimento neoplásico, já que é 

rotineiramente exposto a vários carcinógenos nutricionais e ambientais (de 

Villiers et al., 1985; Scully, 2002). Adicionalmente, receptores de membrana 

com afinidade específica para moléculas virais podem estar presentes nestas 

regiões (Godínez et al., 2014). 

O Epstein Barr Vírus (EBV) é um vírus DNA, comumente associado a 

neoplasias malignas de células B e epiteliais (Guidry, Scott, 2017). Seu maior 

receptor de ligação é o CD21 o qual é encontrado em todas as células B maduras 

e menos frequentemente nas células epiteliais da cavidade bucal e orofaringe 

(Jiang et al., 2015). A expressão de CD21 nas células epiteliais aumenta a 

possibilidade de coinfecção HPV+/EBV+, principalmente em locais ricos em 

tecido linfoide (Jiang et al., 2015). Na laringe, o tecido conjuntivo frouxo 

altamente celularizado também é composto por tecido linfoide próximos aos 

recessos laríngeos (Ovalle et al., 2013). 
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O EBV é o agente etiológico do carcinoma nasofaríngeo e de um subtipo 

de carcinoma gástrico. Este tropismo por células epiteliais e seu potencial 

oncogênico sugere o EBV como um cofator nos cânceres relacionados ao HPV 

(Guidry, Scott, 2017). O EBV também pode atuar de forma indireta, interferindo 

na resposta imune às células HPV-transformadas através da transcrição do gene 

viral BCRF1, um produto homólogo à interleucina-10 (Polz-Dacewicz et al., 

2016). Além disso, a presença de EBV pode aumentar a instabilidade genômica 

das células do cérvix infectadas por HPV contribuindo para a malignização 

(Meckes et al., 2013; Aromseree et al., 2015). 

Na PLA, o tipo de HPV (11 e 16) e a coinfecção viral (EBV e herpes 

simplex vírus) foram associados ao curso clínico agressivo da doença (Pou et al., 

1995). Entretanto, nos carcinomas de cabeça e pescoço, a coinfecção 

HPV+/EBV+ foi rara (Deng et al., 2014). No papiloma sinunasal de 

Schneiderian, o EBV-DNA também não foi encontrado pelas técnicas de reação 

em cadeia da polimerase (PCR) e nem por hibridização in situ (HIS) (Gaffey et 

al., 1996). Embora a técnica de PCR seja mais sensível, a HIS pode discriminar 

se o EBV está presente nas células epiteliais neoplásicas ou no infiltrado de 

células B no estroma (Aromseree et al., 2015; Guidry, Scott, 2017). 

Microscopicamente, a PL é caracterizada por proliferação do epitélio 

escamoso estratificado queratinizado, disposto em projeções digitiformes, 

suportada por septos de tecido conjuntivo fibrovascular e superficialmente a 

presença de hiperqueratose é minima. Ocasionalmente, alguns papilomas 

demonstram hiperplasia da camada basal e aumento da atividade mitótica, que 

podem ser inadequadamente consideradas com displasia epitelial leve. 

Coilócitos, células epiteliais claras alteradas pelo vírus com o núcleo pequeno e 

intensamente corados (picnóticos), são algumas vezes observados nas porções 

mais altas da camada espinhosa (Davids et al., 2014; El-Naggar et al., 2017). 

Pode haver a presença de disqueratose individual das células (El-Naggar et al., 
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2017). O infiltrado inflamatório observado nos septos de tecido conjuntivo pode 

variar dependendo da quantidade de trauma ao qual a lesão é submetida (El-

Naggar et al., 2017). 

Os tratamentos para esta patologia incluem a utilização de aciclovir, 

cidofovir, laser CO2, microdebridação e coagulação com plasma de argônio e 

interferon-α (IFN-α), e apresentam resultados variáveis (Snoeck et al., 1998; 

Florian Preuss et al., 2007; Pudszuhn et al., 2007). O interferon-α é 

administrado, especialmente para crianças, porque nestes casos em particular, a 

PL é mais agressiva que nos casos adultos, com recidivas frequentes e 

possibilidade da migração do vírus para as partes inferiores do trato respiratório. 

O objetivo do tratamento é manter as vias aéreas livres e a qualidade da voz 

(Thompson, 1997). O tratamento cirúrgico pode ser repetitivo, com o intuito de 

desobstruir as vias aéreas. Entretanto, não é a melhor modalidade de tratamento, 

devido à etiologia viral da doença. A PLJ pode ter sua remissão espontânea, mas 

tende a ser progressiva, podendo levar a morte por asfixia. Estudos ressaltam a 

importância de garantir que as crianças recebam uma alimentação adequada e 

tenham um estilo de vida saudável para prevenir a recorrência da doença após o 

tratamento (Louw, Claassen, 2008; Seedat et al., 2010).  

A identificação dos tipos de HPV pode fornecer respaldo científico para 

incluir ou não a prevenção da PL nos programas de vacinação, protegendo, 

principalmente, as crianças e, subsequentemente, reduzindo principalmente a 

incidência de PLJ (Freed, Derkay, 2006). Com isso, estudos são necessários para 

esclarecer porquê em alguns pacientes a PL possui um curso mais agressivo, 

determinando se a presença concomitante de outros patógenos pode contribuir 

para a sua severidade. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Geral 

 

 

Este projeto visa elucidar se o EBV pode estar associado ao HPV 

contribuindo para a severidade da PLJ e PLA. 

 

 

2.2 Específicas 

 

 

Genotipar os tipos de HPVs presentes nas amostras de PLJ e PLA; 

Investigar a presença de EBV-DNA por PCR; 

Investigar a presença de EBV-RNA por Hibridização in situ; 

Associar a presença de EBV-DNA com a imunoexpressão de CD21; 

Associar os resultados clinico-patológicos, moleculares e imuno-

histoquímicos com a escala laringoscópica de Derkay et al. (1998). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

(CAAE: 50419615.1.0000.0077, parecer n
o 

1.419.232) no Instituto de Ciência e 

Tecnologia de São José dos Campos/UNESP (ANEXO A). 

 

 

3.1 Amostras e Análise Clinicopatológica 

 

 

As amostras de PLJ e PLA, constituídas de blocos de tecido parafinizado 

oriundos de biopsias e peças cirúrgicas, eram provenientes do Ambulatório da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/USP, do Ambulatório de 

Otorrinolaringologia Pediátrica da Escola Paulista de Medicina/UNIFESP e do 

Centro Clinico de Cabeza y Cuello da Guatemala. Além disso, as amostras 

foram coletadas num período entre 1997 e 2016. Dados clínicos como a idade, 

sexo, tempo de evolução da doença, número de papilomas laríngeos e histórico 

de fatores de risco associados (refluxo gástrico-esofágico, tratado ou não; e 

imunossupressão, transplantes ou má-nutrição) foram previamente coletados a 

partir dos prontuários médicos dos pacientes. Casos com dados incompletos ou 

casos onde os blocos de parafina não estavam disponíveis foram excluídos da 

pesquisa. 

Tecidos parafinizados provenientes de biópsias incisionais bem como 

peças cirúrgicas realizadas para a confirmação do diagnóstico e tratamento 

foram utilizadas neste estudo. As lâminas de hematoxilina e eosina (H&E) 

foram revisadas por três pesquisadores independentemente e a calibração foi 

confirmada pelo teste Kappa. Dados como morfologia da proliferação epitelial, 

coilocitose, disqueratose, mitoses, displasias epiteliais e intensidade do infiltrado 
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inflamatório foram estudados e notados. 

Os critérios da Organização Mundial da Saúde – Tumores de Cabeça e 

Pescoço foram utilizados para classificar casos onde houve a presença de 

displasia epitelial (El-Naggar et al., 2017). A classificação está descrita abaixo: 

 

a) baixo grau de displasia: alterações citológicas e arquiteturais 

restritas ao terço inferior do epitélio, presença de poucas atipias 

celulares. 

b) alto grau de displasia: alterações citológicas e arquiteturais 

presentes acima do terço inferior do epitélio. Alterações como 

maturação anormal, desordens de estratificação e polarização, 

irregularidades da morfologia celular e ausência de alterações no 

estroma. 

 

Neste estudo, foram utilizados 80 casos de tecidos parafinados, obtidos 

dos acervos das respectivas instituições e assim divididos (Suter-Montano et al., 

2013): 

 

a) grupo 1: PLJ - pacientes com ≤ 16 anos no momento do diagnóstico 

inicial (n=36); 

b) grupo 2: PLA - pacientes com > 16 anos no momento do 

diagnóstico inicial (n=44). 

 

Além disso, a escala laringoscópica de Derkay et al. (1998) foi aplicada 

para obter a pontuação (score) de cada caso, apenas em casos que continham 

todos os dados para a obtenção deste (APÊNDICE A). As amostras foram 

separadas em grupos para distinguir os casos de maior severidade (score ≥ 20) e 

menor severidade (score < 20) (Hester et al., 2003). 
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3.2 Extração de DNA 

 

 

Esta etapa foi realizada no Laboratório de Biologia Molecular do Centro 

de Investigação Translacional em Oncologia do Instituto do Câncer de São 

Paulo (ICESP). Para todos os casos, os cortes foram adquiridos da seguinte 

forma: o primeiro corte de 3 µm que foi corado com H&E e analisado, os 10 

cortes subsequentes de 5 µm foram coletados e inseridos em tubos de 

polipropileno estéreis de 1,5 mL para extração de DNA. E finalmente, o corte 

seguinte (de 3 µm) foi submetido à coloração de H&E e analisado, a fim de 

certificar que o material coletado anteriormente continha PL. Além disso, após a 

confecção dos cortes de cada bloco, os instrumentais foram descontaminados e a 

navalha do micrótomo foi trocada com intuito de evitar a contaminação entre 

amostras. 

O DNA foi extraído de maneira orgânica, utilizando o método descrito 

por Green e Sambrook (2012). Em resumo, as amostras foram desparafinizadas 

com xilol e soluções de etanol (100% e 50%), vortexadas por 1 minuto e 

centrifugadas à 12000 rpm durante 15 minutos, ao final de cada banho o 

sobrenadante era descartado por inversão. Em seguida, as amostras foram 

submetidas à secagem por 10 minutos a 55
 
ºC (Eppendorf ThermoMixer). Após 

a secagem, as amostras foram digeridas com proteinase K 0,1% pelo período de 

18 horas a 65
 
ºC em agitação. 

No dia seguinte, a proteinase K foi inativada a 95
 
ºC por 10 minutos. As 

amostras foram submetidas a extração orgânica de DNA, utilizando 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico. Após uma centrifugação, a fase aquosa foi 

precipitada em 100 µL de acetato de amônio 7,5 M e 800 µL de etanol 100%, 

por 2 horas em freezer -70 ºC. 

Após a precipitação, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos à 
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12000 rpm (em temperatura de 4
 
ºC) e, posteriormente, o sobrenadante foi 

descartado por inversão. Para lavagem, 1 mL de etanol 70% gelado foi 

adicionado e novamente centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos. Esta etapa 

foi repetida por mais uma vez e em ambas o sobrenadante foi descartado por 

inversão e as amostras passaram por nova secagem (10 minutos a 55 ºC). Após a 

secagem, o material foi ressuspendido em 30 µL de água deionizada livre de 

DNA. A qualidade e a quantidade do DNA extraído foram quantificadas no 

espectrofotômetro e posteriormente, estocadas a -20 ºC até o uso.
 

 

 

3.3  Genotipagem do HPV 

 

 

Esta etapa foi realizada no Instituto Nacional de Ciências e Tecnologia 

das Doenças Associadas ao Papilomavírus Humano (Instituto do HPV) da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (USP). Para a 

genotipagem do HPV o kit INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II (Innogenetics 

N.V., Bélgica) foi utilizado. O kit é um ensaio de hibridização reversa em linha 

capaz de identificar 32 genótipos diferentes de HPVs. Oitenta amostras de PL, 1 

controle negativo (água destilada livre de DNA) e 1 controle positivo (amostra 

HPV6+) foram submetidas ao teste de genotipagem. 

Como descrito anteriormente por (Kleter et al., 1999), 40 μL de PCR 

mastermix foram pipetados em tubos livres de DNA para amplificação do DNA, 

em seguida 10 μL do DNA extraído foi adicionado a cada tubo. Ao fim desta 

etapa, os tubos foram inseridos em termociclador Mastercycler® gradient 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e as condições para a realização deste PCR 

de amplificação foram: descontaminação (37 ºC por 10 minutos); denaturação, 

inativação de uracil-N-glycosylase e ativação da AmpliTaq Gold 360 DNA 
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polymerase (94 ºC por 9 minutos); os próximos passos constituíam 40 ciclos de 

recepção: denaturação (94 ºC por 30 segundos), anelamento dos primers (52 ºC 

por 45 segundos); extensão dos primers (72 ºC por 45 segundos); e extensão 

final de 72
 
ºC por 10 minutos. Após a PCR de amplificação, deu-se início a 

detecção dos tipos de HPVs. 

Em resumo, utilizando pinças estéreis, as tiras foram removidas da 

embalagem e identificadas, cada tira foi então inserida em uma calha da bandeja 

de incubação. Em seguida, 10 μL de solução de denaturação foi pipetada para 

cada uma das extremidades de calha e 10 μL de DNA amplificado foi aplicado e 

misturado à solução de denaturação (antes de dar início ao processo de 

incubação a solução permaneceu por cerca de 5 minutos em temperatura 

ambiente para a denaturação do material genético). Por fim, 2 mL de solução de 

hibridização foi adicionada em cada calha e a bandeja colocada em agitador (80 

rpm) a 49 ºC e incubada por 60 minutos. 

Após a incubação, as tiras passaram por dois banhos rápidos utilizando 

solução de lavagem. Um terceiro banho, utilizando a mesma solução, foi 

realizado em agitação por 30 minutos a 49
 
ºC. Para a revelação da cor, 2 mL de 

conjugado foi aplicado sobre as tiras, passando por agitação durante 30 minutos 

para incubação do conjugado. Uma nova lavagem foi feita após os 30 minutos (2 

mL por calha) e então 2 mL de substrato cromógeno foi adicionado a cada calha 

(agitação durante 30 minutos). Para parar a reação do cromógeno as tiras foram 

lavadas utilizando água destilada em agitação durante 3 minutos. 

Ao final deste processo as tiras foram removidas e transferidas para 

papel absorvente, onde ficaram até a completa secagem. Os resultados foram 

então avaliados utilizando o cartão de leitura (Figura 1). 

Para garantir a confiabilidade e qualidade da extração de DNA e do 

resultado do teste, as tiras INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II contam com 4 

linhas de controle. O controle do conjugado, sua positividade garante que a 
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reação do conjugado e seu substrato foi efetiva; o controle de DNA humano 

(HLA-DPB1), sua positividade garante a qualidade e eficiência da extração de 

DNA do tecido utilizado no teste; e dois controles de DNA/HPV de uma porção 

comum entre todos os tipos de HPVs. 

 

 

Figura 1 – Cartão de leitura do teste de genotipagem do HPV em tira 

 

 
Legenda: Conj. control – controle conjugado; hDNA – DNA humano; HR – alto risco; pHR – 

provavelmente alto risco; LR – baixo risco. 

Fonte: Bula do kit INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II. 
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3.4 Detecção do EBV (EBV DNA) 

 

 

Os iniciadores utilizados neste estudo estão descritos no Quadro 1. O 

gene da β-globina foi utilizado como controle interno da reação de PCR para 

avaliar a integridade do DNA extraído. Em todos os ensaios foram utilizados 

DNA purificado do vírus EBV (Amplirun
®
 EBV DNA Control, Vircell, 

Granada, Espanha) como controle positivo e um controle negativo, sem adição 

de DNA molde. 

 

 

Quadro 1 – Iniciadores utilizados 

 

N
o

m
e
 Sequência dos primers Região 

amplificada 

Tamanho 

Amplicon 

Referência 

E
B

V
 

F (5’ CACTTTAGAGCTCTGGAGGA 3’) 

R (5’ TAAAGATAGCAGCAGCGCAG 3’) 

Sequência 

interna 

repetida de 

BamH1W 

153 pb Coates et al. (1991) 

β
-g

lo
b

in
a
 F (5’ GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3’) 

R (5’ CAACTTCATCCACGTTCACC 3’) 

Gene 

β-globina 

268 pb Bell et al. (1993) 

 Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A reação de amplificação (PCR Multiplex) foi realizada em um volume 

final de 20 µL, contendo 20 a 40 ng de DNA, 10 mM Tris HCl pH 8,3/50 mM 

KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,8 mM de desoxirribonucleotídeo, 0,2 µL de cada 

iniciador (10 µM/µL) e 1 U de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) em termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf, 



23 

 

   

 

Hamburgo, Alemanha). As condições para a realização deste PCR foram: 

desnaturação inicial de 95 ºC por 3 minutos, 40 ciclos de desnaturação de 95 ºC 

por 30 segundos, anelamento de 60 ºC por 30 segundos, extensão de 72 ºC por 

45 segundos e extensão final de 72 ºC por 10 min. Os produtos amplificados 

foram analisados em gel de agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 2,0% em 

tampão TBE (Tris-Borato-EDTA), corados com 0,5 µg/mL de brometo de etídio 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) e visualizados em um transiluminador UV (DyNA 

Light, LABNET, EUA). O marcador de peso molecular utilizado foi Ladder 100 

pb (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com recomendações do fabricante. 

 

 

3.5 Construção do microarranjo de tecidos (MAT) 

 

 

Esta etapa foi realizada no Laboratório de Patologia Molecular do setor 

de Anatomia Patológica do AC Camargo Cancer Center. Após a revisão 

morfológica de todos os casos em lâminas coradas com H&E, áreas tumorais 

representativas foram identificadas, espelhadas e demarcadas nos blocos 

parafinados originais. Quatro áreas de cada caso foram selecionadas, assim 

descriminados: 1- duas áreas predominantemente compostas por tecido epitelial; 

2- duas áreas compostas por interface epitélio e tecido conjuntivo.  

Cilindros de tecido (cores) dos blocos de parafina originais (doadores) 

foram retirados com agulhas especiais de 1 mm de diâmetro e inseridos, de 

forma ordenada, em um bloco receptor de resina sintética (Histosec@, Merck), 

utilizando um equipamento arrayer (Beecher Instrumedics, Microarray 

Technology). Cortes de 4 µm foram realizados a partir do bloco MAT, 

recolhidos com o auxílio de filme aderente comercial (Instrumedics) e montados 

sobre lâminas comerciais silanizadas carregadas (StarFrost, Knittel Glass). O 
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tecido foi então fixado através da exposição das lâminas à luz ultra-violeta por 

15 minutos e o adesivo plástico foi então removido com solvente não clorinado 

(TPC@, Instrumedics). As lâminas foram identificadas e armazenadas a -20 °C 

até o uso. 

 

 

3.6 Hibridação in Situ (HIS) para EBER (EBV-RNA) 

 

 

Esta etapa foi realizada no Laboratório de Patologia e Medicina Legal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (USP). 

O teste de HIS para EBV-RNA foi realizado com o intuito de definir o local de 

detecção do vírus dentro das amostras, se o mesmo estaria localizado nas células 

epiteliais ou em infiltrado inflamatório. 

Cortes de 4 μm de espessura do MAT foram colocados sobre lâminas 

comerciais silanizadas carregadas (StarFrost, Knittel Glass). Posteriormente, 

desparafinizadas, reidratadas, a peroxidade endógena foi bloqueada e digeridas 

com proteinase K. Os cortes foram então incubados com a sonda conjugada à 

fluoresceína EBER (Y5200, DakoCytomation) e hibridizados a 55 °C por 1 hora 

e 30 minutos. Em seguida, as lâminas passaram por banho em solução de 

estringência pré-aquecida (Stringent Wash 50x concentrado, Dako 52500) a 55 

ºC por 25 minutos. Os cortes foram então incubados com anticorpo anti-

FITC/AP por 30 minutos em temperatura ambiente. Após lavagens, as lâminas 

foram incubadas por 45 minutos em temperatura ambiente com substrato bromo-

4-chloro-3-indolylphsphatase (BCIP) com nitroblue tretrazolium (NBT) para a 

visualização da hibridização. Os cortes foram contracorados com hematoxilina 

de Mayer por 1 minuto. 
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Como controle positivo um caso de linfoma comprovadamente positivo 

para EBV foi utilizado, no controle negativo a sonda EBER foi omitida. Casos 

considerados positivos deveriam apresentar pontos azuis escuro ou enegrecidos 

no interior do núcleo celular. 

 

 

3.7 Imuno-histoquímica (IHQ) 

 

 

Cortes de 4 μm de espessura do MAT foram desparafinizados em uma 

estufa a 60 ºC por 18 horas e passaram por dois banhos sucessivos em xilol, 20 

minutos em 60 ºC e 20 minutos em temperatura ambiente, respectivamente. Em 

seguida os cortes foram hidratados em decrescentes concentrações de álcool 

(100%, 95%, 80% e 70%); para a recuperação antigênica as lâminas foram 

submersas em tampão de citrato (pH 6,0) pré-aquecido em micro-ondas em 

potência máxima por 10 minutos a 100 ºC. Para o bloqueio da peroxidase 

endógena as lâminas foram submersas a 4 banhos de H2O2 6% por 2 minutos 

cada. As lâminas então foram incubadas utilizando o anticorpo primário anti-

CD21 (1:500, clone NBP2-38895, Novus Biologicals, CO, EUA) por 18 horas a 

4 ºC. 

Por fim, após 2 banhos com Tris (pH 7,4) as lâminas foram novamente 

incubadas utilizando o sistema comercial peroxidase HRP – EnVision™ 

(DakoCytomation, Carpinteria, CA, EUA) e a detecção da reação foi feita 

utilizando o substrato cromogênico DAB (diaminobenzidina, DakoCytomation, 

Carpinteria, CA, EUA). Os cortes foram contracorados com hematoxilina de 

Mayer por 3 minutos, desidratados e montados com lamínulas. Controles 

positivos (tonsila) e negativos (onde houve omissão do anticorpo primário) 

foram incluídos nas reações. 
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3.8 Análise imuno-histoquímica 

 

 

Utilizando um microscópio de luz convencional (Olympus CX41, Tokio, 

Japão), sob aumento de 100 vezes, cada uma das amostras contidas nas lâminas 

de MAT foram observas e qualificadas por 3 pesquisadores independentemente 

(VC, EK e VA), a fim de evitar discordância de resultados. Nas células 

epiteliais, a expressão foi observada em membrana e citoplasma, e para 

classificação das amostras este estudo seguiu o método descrito anteriormente 

por Burgos e Vera-Sempere (2000), onde amostras com mais de 10% de células 

exibindo imunomarcação eram consideradas positivas. 

 

 

3.9 Análise estatística 

 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

SPSS, versão 24.0 (SSPInk, IL, USA). As variáveis clínicas e 

anatomopatológicas foram comparadas pelos testes Qui-Quadrado ou exato de 

Fisher. O teste de comparação entre duas variáveis foi feito por meio do teste 

não-paramétrico de Mann-Whitney. Para todos os testes estatísticos o nível de 

significância de 5% foi adotado. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Análise clinicopatológica 

 

 

Os dados clinicopatológicos estão descritos na Tabela 1. Os resultados 

estabelecidos durante as análises dos dados clinicopatológicos evidenciaram que 

a média de idade do grupo PLJ foi de 4,9 anos de idade e do grupo PLA foi de 

40 anos de idade. Além disso, a PLJ acometeu igualmente os sexos masculino e 

feminino, já a PLA acometeu principalmente pacientes do sexo masculino, numa 

proporção de 3,8:1. 

Em relação à localização, em ambos os grupos a PL acometeu 

principalmente a região de pregas vocais, seguida pela região de comissuras das 

pregas vocais. A presença de ruído durante respiração, assim como dificuldade 

respiratória moderada e severa, foram constatadas principalmente no grupo PLJ 

(p<0,001). A necessidade de traqueostomia causada pela obstrução de vias 

aéreas também foi estatisticamente significante (p=0,03), mostrando maior 

número de casos (16,7%) no grupo PLJ. 

 

 

Tabela 1 – Análise descritiva dos clinicopatológicos 

 

(continua) 

CARACTERÍSTICAS PLJ (n=36) PLA (n=44) p 

Idade, anos Média 4,9 40 
< 0,001 

  Variância 01 – 15 19 – 74 

Sexo Masculino  18 (50,0%) 35 (79,5%) 
0,01 

  Feminino  18 (50,0%) 9 (20,5%) 
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CARACTERÍSTICAS PLJ (n=36) PLA (n=44) p 

Índice Derkay Baixo 31 (86,1%) 43 (97,7%) 
0,08 

  Alto  5 (13,9%) 1 (2,3%) 

Localização
a 

Pregas vocais 27 43 

1,00
 

  Comissuras das pregas vocais 8 11 

  Epiglote e ariepiglote 8 5 

  Subglote 5 4 

  Outros 6 3 

Ruído Ausente 11 (30,6%) 40 (90,9%) 

< 0,001 
  Repouso 17 (47,2%) 4 (9,1%) 

  Atividade 5 (13,9%) - 

  NR 3 (8,3%) - 

Dificuldade Ausente 12 (33,3%) 39 (88,6%) 

< 0,001 

respiratória Leve 1 (2,8%) 5 (11,4%) 

  Moderada 7 (19,4%) - 

  Severa 15 (41,7%) - 

  NR 1 (2,8%) - 

Traqueostomia Sim 6 (16,7%) 1 (2,3%) 

0,03   Não 27 (75,0%) 41 (93,2%) 

  NR 3 (8,3%) 2 (4,5%) 

Cirurgia Eletiva 31 (86,1%) 43 (97,7%) 

0,11   Emergência 3 (8,3%) - 

  Urgência 2 (5,6%) 1 (2,3%) 

Recidivas Sim 19 (52,8%) 21 (47,7%) 

0,53   Não 14 (38,9%) 23 (52,3%) 

  NR 3 (8,3%) - 

Óbitos Sim 1 (2,8%) 2 (4,5%) 

1,00   Não 35 (97,2%) 41 (93,2%) 

  NR - 1 (2,3%) 

Legenda: 
a 
O mesmo paciente pode apresentar mais de uma lesão por região; NR – não relatado. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

(conclusão) 
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4.2 Resultados e análises dos testes de detecção viral e imuno-histoquímica 

 

 

Os resultados dos testes de detecção DNA-viral e de imuno-histoquímica 

estão descritos na Tabela 2. No teste de genotipagem, o HPV 6 foi detectado em 

49 amostras (Figura 2), sendo 17 do grupo PLJ e 32 do grupo PLA; o HPV 11, 

foi detectado em 26 amostras, sendo 17 do grupo PLJ e 9 do grupo PLA; 4 

amostras apresentaram a presença concomitante dos HPVs 6 e 11, apresentando 

2 amostras em cada grupo; apenas 1 amostra apresentou positividade para o 

HPV 16, estando classificada no grupo PLA. Além disso, houve associação 

estatisticamente significante entre os tipos de HPVs e os grupos (p=0,02), o 

HPV 11 foi mais comum no grupo PLJ e o HPV 6 foi mais comum no grupo 

PLA. 

Dois testes para detecção do EBV foram realizados, o teste de detecção 

através de PCR qualitativa, mostrou a presença de EBV-DNA em 9 amostras, 

sendo 5 do grupo PLJ e 4 do grupo PLA (Figura 3), já o teste de HIS não 

detectou RNA de EBV em nenhuma das amostras. 

A reação de IHQ foi positiva para CD21 em 31 casos, sendo 16 em PLJ 

e 15 em PLA (Figura 4). Apenas 3 casos EBV-DNA positivos apresentaram 

positividade para CD21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(conclusão) 
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Tabela 2 – Resultado dos testes de genotipagem de HPV, presença de EBV-

DNA, EBV-RNA e expressão proteica para CD21 

 

 
PLJ (n=36) PLA (n=44) P 

HPV
 

6 17 32 

0,02 
  11 17 9 

 6 e 11 2 2 

  16 0 1 

EBV DNA + 5 (13,9%) 4 (9,1%) 
0,72 

  – 31 (86,1%) 40 (90,9%) 

EBV RNA + 0 (0,0%) 0 (0,0%) 
NA

 

  – 36 (100%) 44 (100%) 

CD21 + 16 (44,4%) 15 (34,1%) 
0,47 

  – 20 (55,6%) 29 (65,9%) 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Figura 2 – Tiras do kit INNO-LiPA após genotipagem do HPV 

 
Legenda: A tira 2 exibe positividade para HPV 11, a tira 3 exibe positividade para o HPV 6, a tira 4 

exibe positividade para os HPVs 6 e 11, tira 19 exibe o controle positivo (HPV 6) e tira 20 exibe o 

controle negativo (água). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 3 – Resultado do teste de PCR para detecção do EBV 

 
Legenda: Gel de agarose a 2% exibindo todas as amostras que foram EBV positivas. M – escala de 

peso molecular (em pares de base); CP – controle positivo; CN – controle negativo.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Figura 4 – Resultado do teste de IHQ 

 
Legenda: Casos do grupo PLJ, A) exibindo negatividade e B) exibindo positividade para proteína 

CD21; Casos do grupo PLA C) exibindo negatividade e D) exibindo positividade para proteína CD21 

(cromógeno DAB; contracoloração com hematoxilina de Meyer). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.3 Associação entre dados clinicopatológicos e HPV-DNA 

 

 

Os resultados dos testes de associação das amostras sem estratificação 

dos grupos estão descritos na Tabela 3. Não houve associação estatisticamente 

significante entre o tipo do HPV e o sexo dos pacientes analisados (p=0,90). 

Houve associação estatisticamente significante entre o tipo de HPV e o 

índice de Derkay, o HPV 11 foi observado em maior quantidade em pacientes 

com maior grau de severidade de doença (p=0,002), segundo a escala 

laringoscópica de Derkay. 

Este estudo observou que pacientes infectados pelo HPV 11 apresentam 

maiores taxas de traqueostomia (p=0,01). Além disso, notou-se que a subglote e 

a comissura das cordas vocais foram as regiões de maior acometimento do HPV 

11 (p=0,02 e p=0,004, respectivamente), independente do grupo. A presença de 

ruído durante repouso e em atividade esteve associada com a presença do HPV 

11 (p=0,04). As recidivas das lesões não parecem ter associação com o tipo do 

HPV (p=0,91). 

 

 

Tabela 3 – Testes de associação entre os tipos de HPV e os dados 

clinicopatológicos, independente de grupo 

 

(continua) 

CARACTERÍSTICAS HPV 6 HPV 11 p 

Índice Derkay Baixo 49 (100%) 24 (80,0%) 
0,002 

  Alto  0 (0,0%) 6 (20,0%) 

L - Comissuras das pregas vocais Ausente 43 (87,8%) 17 (56,7%) 
0,004 

 
Presente 6 (12,2%) 13 (43,3%) 
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CARACTERÍSTICAS HPV 6 HPV 11 p 

L - Subglote Ausente 47 (95,9%) 23 (76,7%) 
0,02 

  Presente 2 (4,1%) 7 (23,3%) 

Ruído Ausente 35 (74,5%) 15 (51,7%) 

0,04 
 

Repouso 11 (23,4%) 10 (34,5%) 

  Atividade 1 (2,1) 4 (13,8%) 

Traqueostomia Sim 1 (2,2%) 6 (20,7%) 
0,01 

  Não 44 (97,8%) 23 (79,3%) 

Legenda: L – localização. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Os resultados dos testes de associação estraficados por grupo estão 

descritos na Tabela 4. Durante as análises por grupo, o único fator que 

apresentou associação estatisticamente significante foi a localização. Notou-se 

que o HPV 11 esteve mais presente, no grupo PLJ, em amostras de subglote e 

comissura das cordas vocais,  p=0,047 e p=0,044, respectivamente. Já o grupo 

PLA, associou-se apenas à região de comissura das cordas vocais, com um 

número significativamente maior de HPV 11 (p=0,01). 

 

 

Tabela 4 – Testes de associação entre os tipos de HPV e os dados 

clinicopatológicos, por grupo 

 

(continua) 

GRUPO CARACTERÍSTICAS HPV 6 HPV 11 p 

PLJ Índice Derkay Baixo 17 (100%) 14 (73,7%) 0,04 

    Alto  0 (0,0%) 5 (26,3%) 

PLA Índice Derkay Baixo 32 (100%) 10 (90,9%) 0,25 

    Alto  0 (0,0%) 1 (9,1%) 

      

(conclusão) 
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GRUPO CARACTERÍSTICAS HPV 6 HPV 11 p 

PLJ L - Subglote Ausente 17 (100%) 14 (73,7%) 0,04 

    Presente 0 (0,0%) 5 (26,3%) 

PLA L - Subglote Ausente 30 (93,8%) 9 (81,8%) 0,26 

    Presente 2 (6,3%) 2 (18,2%) 

Legenda: L – localização. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.4 Associação entre os dados clínicos patológicos e EBV-DNA 

 

 

Não houve associação estatisticamente significante entre a presença de 

EBV-DNA e os grupos analisados (p=0,72). Também não houve associação 

estatisticamente significante entre a presença de EBV-DNA e o sexo dos 

pacientes (p=0,47), independente do grupo. A presença de EBV-DNA não 

influenciou a severidade da PL (p=1,00), verificada através da escala 

laringoscópica de Derkay, independente do grupo. 

A presença de EBV-DNA não influenciou os outros fatores 

clinicopatológicos analisados: 1) ruído (p=0,19), independente do grupo; 2) 

recidivas (p=0,73), independente do grupo; 3) traqueostomia (p=0,58), 

independente do grupo; e 4) localização (p>0,05). 

Além disso, não houve associação estatisticamente significante entre a 

imunoexpressão da proteína CD21 e a presença do EBV-DNA (p>0,05). 

  

(conclusão) 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A PL é uma doença crônica do trato respiratório que ocorre tanto em 

crianças quanto em adultos e é causada pelos HPVs de baixo risco 6 e 11 

(Ivancic et al., 2018). Os HPVs 6 e 11 infectam as células basais do epitélio de 

revestimento e causam uma disfunção imune local, que resulta na formação dos 

papilomas (Bonagura et al., 2010). Apesar disso, ainda não está claro porquê em 

alguns pacientes a PL apresenta um curso mais agressivo. 

Estudos mostram que a PLJ acomete igualmente ambos os sexos e 

ocorrem normalmente antes dos 5 anos de idade; já a PLA acomete 

principalmente pacientes do sexo masculino, numa relação 4:1, e possui um pico 

de incidência na 4ª década de vida (Auborn, 2002; Dyrstad, Rao, 2008; El-

Naggar et al., 2017; El-Achkar et al., 2019). Os achados epidemiológicos do 

presente estudo foram semelhantes aos descritos anteriormente, tanto para PLJ, 

quanto para PLA. 

Estudo de Omland et al. (2014a) demostrou que além do déficit vocal, 

uma das principais complicações da PL é a traqueostomia, principalmente em 

pacientes juvenis, o que corrobora com os resultados deste estudo, onde a 

presença de ruído, dificuldade respiratória e necessidade de traqueostomia foram 

estatisticamente significantes e maiores no grupo PLJ. Além disso, estudos 

associam a presença de HPV 11 ao grupo PLJ e maior severidade clínica da 

doença (Rabah et al., 2001; Maloney et al., 2006). 

Inicialmente, este estudo contava com 83 amostras, das quais 3 foram 

excluídas, pois apesar da comprovada qualidade do DNA extraído, as 3 foram 

negativas durante a detecção do HPV. Estudo de revisão aponta que a presença 

de HPV em amostras de PL é reportada em cerca de 50 a 100% dos casos 

(Donne et al., 2010). Omland et al. (2014b) destacaram que a negatividade do 
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HPV pode representar uma descoberta possível e verdadeira, mas que também 

pode representar um falso negativo causado pelo tipo de técnica empregada para 

detecção do vírus, sensibilidade do método de detecção, baixa carga viral, baixa 

qualidade da amostra, perda da região L1 quando o HPV é integrado ao genoma 

humano e até mesmo a presença de tipos ainda não identificados de HPV. Nosso 

grupo especula que além das hipóteses anteriormente citadas, o HPV poderia 

estar presente em regiões da lesão que acabaram não sendo incluídas durante o 

processo de extração de DNA a partir dos blocos parafinados. 

Neste estudo detectamos 3 tipos de HPVs, os tipos 6, 11 e 16; com 4 

casos onde os tipos 6 e 11 foram detectados na mesma amostra e 1 caso de HPV 

16. No entanto, a presença dos HPVs 6, 11, 16, 31, 33, 35 e 39 já foi relatada 

anteriormente (Peñaloza-Plascencia et al., 2000). Do mesmo modo, observou-se 

uma maior taxa de HPV do tipo 11 em jovens e, em adultos o HPV 6 foi o mais 

prevalente. A prevalência de HPV 11 em pacientes jovens já foi observada em 

estudos anteriores (Buchinsky et al., 2008; Draganov et al., 2006; Omland et al., 

2014b). Ainda, os tipos distintos de vírus encontrados em cada grupo reforça a 

teoria de diferentes tipos de infecção, onde na PLJ a infecção provavelmente 

ocorra por via vertical, de mãe para filho, e na PLA por contato orogenital 

(Auborn et al., 1994; Aaltonen et al., 2002; Vancurova et al., 2002; El-Naggar et 

al., 2017). 

Além de determinar a presença e tipo do HPV, este estudo investigou a 

presença do EBV em amostras de PL. Estudo anterior, realizado por Pou et al. 

(1995) contendo 24 amostras, revelou a presença de 3 casos positivos para EBV. 

O interessante é que se compararmos a população dos estudos, o presente 

trabalho apresenta um resultado similar ao encontrado anteriormente. O papel do 

EBV em patologias causadas pelo HPV é investigado há tempo (Zhang et al., 

1992). Estudo recente de meta-análise, realizado por um grupo brasileiro, 

mostrou que carcinomas de cérvix uterino são 4 vezes mais comuns em 
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pacientes EBV positivos (de Lima et al., 2018), no entanto a maneira de como 

os vírus interagem ainda não está clara. 

Para detecção do EBV, as taxas de concordância entre os testes de PCR e 

ISH costumam ser maiores que 95% (Hassan et al., 2006; Nonogaki et al., 

2016). Muitas causas podem ser apontadas para justificar a discordância de 

resultados encontradas neste estudo, já que nenhum dos casos mostrou 

reatividade para EBER, diferente do encontrado na PCR. EBER representa duas 

espécies de RNA, codificadas a partir de dois genes virais, EBER1 e EBER2, e 

são expressos em células infectadas de forma latente em níveis próximos a um 

milhão de cópias por célula (Gulley, 2001). Acreditamos que a ausência de 

EBER pode ser explicada pela ausência do EBV nas áreas obtidas através da 

técnica de MAT, pela regulação negativa do gene EBER, ou pela perda de 

epissomas que pode ocorrer durante o processo de replicação celular (Hänel et 

al., 2001). 

A infecção do EBV em células epiteliais, assim como em linfócitos B, se 

dá através do receptor de membrana CD21 (Young, Rickinson, 2004; Jiang et 

al., 2015). Estudos demonstram que a proteína viral EBNA1 regula 

negativamente a apoptose, o reparo do DNA e favorece a integração de DNA do 

HPV, contribuindo para a tumorigênese de patologias que apresentam 

coinfecção EBV/HPV (Frappier, 2011; Kahla et al., 2012). Neste estudo, a 

presença do EBV não foi associada com nenhuma das variáveis clínicas, 

provavelmente por causa do pequeno número de amostras positivas para EBV-

DNA. 

Assim como a presença do EBV, a expressão da proteína CD21 não foi 

associada a nenhuma das variáveis analisadas. Apesar do CD21 ser considerado 

um dos principais receptores que mediam a entrada do EBV (Young, Rickinson, 

2004), estudo recente aponta que a entrada do EBV em células T/NK (natural 

killers) não ocorre através do receptor CD21 (Lee et al., 2018). A 
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imunoexpressão de CD21 não é usualmente encontrada em carcinoma 

nasofaríngeo, uma neoplasia maligna da região de cabeça e pescoço (Burgos, 

Vera-Sempere, 2000). No entanto, o mesmo estudo relata que células do epitélio 

de revestimento próximas aos tumores expressavam a proteína, sugerindo que a 

perda do receptor de membrana CD21 poderia ser uma das alterações 

imunofenotípicas das células neoplásicas (Burgos, Vera-Sempere, 2000). 

A maneira de como o EBV infecta as células epiteliais não é clara. 

Apesar deste estudo demonstrar que células epiteliais expressam CD21, alguns 

casos positivos para EBV-DNA não apresentaram imunoexpressão de CD21. 

Diferentes modelos de infecção são propostos para explicar a entrada do EBV 

em células epiteliais na ausência do receptor CD21; como a infecção através do 

englobamento dos vírions revestidos por imunoglobulinas A em células 

epiteliais, mediado também pela proteína do componente secretor, resultando 

em internalização do EBV por via endocítica; outra hipótese é a alta afinidade 

entre EBV derivados de células B e células epiteliais negativas para CD21, 

através de interação direta entre o complexo gH-gL e as integrinas αVß6 e 

αVß8, funcionando como gatilho para a fusão do EBV com a membrana 

plasmática das células epiteliais; e por fim, a possível interação entre a proteína 

de membrana codificada pelo EBV, a proteína BMRF2, e as integrinas ß1, α5, 

α3 e αV, funcionando como ligante entre células epiteliais polarizadas e o EBV 

(Iizasa et al., 2012). 

Além da positividade, o padrão de imunomarcação observado neste 

estudo não é o esperado para um receptor de membrana, já que todos os casos 

positivos exibiram marcação em região de citoplasma. O CD21 é uma 

glicoproteína de membrana do tipo 1, que possui um domínio extracelular, uma 

região transmembranar e um peptídeo intracelular (Arredouani et al., 2014); a 

presença do peptídeo intracelular provavelmente explica a presença de 

imunomarcação em citoplasma. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que: 

 

a) a presença do EBV-DNA em amostras de PL é baixa; 

b) apesar da presença de EBV ser baixa, provavelmente sua presença 

não desempenha papel na progressão/severidade da PL; 

c) não há correspondência entre a imunoexpressão de CD21 e a 

detecção do EBV; 

d) o HPV 6 é mais comum em PLA e, o HPV 11 é mais comum e está 

associado a maior severidade, segundo a escala laringoscópica de 

Derkay, na PLJ. 

 



 

_______________________ 

* Baseado em: International Committee of Medical Journal Editors Uniform Requirements for Manuscripts 

Submitted to Biomedical journals: Sample References [Internet].  Bethesda: US NLM; c2003 [atualizado 04 nov 

2015; acesso em 25 jun 2017]. U.S. National Library of Medicine; [about 6 p.]. Disponível em: 

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html 
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APÊNDICE A – Escala clínica e laringoscópica adaptado de Derkay et al. 

(1998) 

 

Classificação clínica (pontuação) Pontuação total: máxima de 86 

Voz: normal (0) anormal (1) afônico (2) 

Estridor: ausente (0) presente em atividade (1) presente em repouso (2) 

Urgência: programada (0) eletiva (1) urgente (2) emergencial (3) 

Dificuldade respiratória: nenhuma (0) leve (1) moderada (2) severa (3) extrema (4) 

Classificação anatômica para cada local:  

nenhuma lesão (0), superficial (1), elevada-exofítica(2), volumosa (3) 

Laringe 

Epiglote: superfície lingual (__), superfície larígea (__) 

Pregas ariepiglóticas: direita (__), esquerda (__) 

Cordas vocais falsas: direita (__), esquerda (__) 

Cordas vocais verdadeiras: direita (__), esquerda (__) 

Aritenóides: direita (__), esquerda (__) 

Comissura anterior (__) 

Comissura posterior (__) 

Subglote (__) 

Traquéia 

Terço superior (__) 

Terço médio (__) 

Terço inferior (__) 

Brônquios: direito (__), esquerdo (__) 

Traqueostomia (__) 

Outros 

Nariz (__), palato (__), faringe (__), esôfago (__), pulmão (__), outros (__). 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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