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Aréde LT. Deteccdo do virus Epstein-Barr em carcinoma espinocelular oral e mucosa oral na
regido de Aracatuba — SP, Brasil [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista; 2010.

Resumo
O virus Epstein-Barr (EBV) faz parte da familia herpesvirus humano e esta relacionado com
doencas benignas e malignas de cabeca e pesco¢o e sua possivel relacdo com o carcinoma
espinocelular (CEC) oral tem sido estudada. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca do
EBV em pacientes com CEC oral e mucosa normal, correlacionando os achados com as
variaveis clinico-patologicas, fatores de risco e sobrevida. Foi aplicada a nested-PCR em
pecas parafinizadas de CEC oral, sendo 20 amostras de assoalho bucal, 25 de lingua e 12 de
orofaringe. Também foi utilizado grupo controle, sem carcinoma espinocelular, com 19
amostras de mucosa oral normal. O virus foi encontrado em 10% das amostras de assoalho
bucal e 12% de lingua, ndo sendo detectado na orofaringe. Para as amostras de mucosa
normal a prevaléncia foi de 15,79%. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a
presenca do virus e as variaveis: localizacdo anatdémica, sexo, idade, tabagismo, etilismo,
estadiamento clinico, gradacgdo histoldgica, esvaziamento cervical e sobrevida. Os resultados

sugerem que o EBV néo participa isoladamente da carcinogénese oral.

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

Reacdo em cadeia da polimerase.



Aréde LT. Detection of Epstein-Barr virus in oral squamous cell carcinoma and oral mucosa
in the region of Aracatuba — Sao Paulo, Brazil [dissertation]. Aracatuba: Sao Paulo State
University; 2010.

Abstract
The Epstein-Barr virus (EBV) is part of human herpesvirus family being associated with
benign and malignant diseases head and neck. Its possible relation with oral squamous cell
carcinoma (OSCC) has been studied. The aim of this study was to detect the presence of EBV
in patients with OSCC and normal mucosa, correlating the findings with clinicopathologic
variables, risk factors and patient’s survival. Nested PCR was applies in paraffin embedded
samples of OSCC being 20 samples of mouth floor, 25 tongue and 12 oropharyngeal. A
control group composed of 19 normal oral mucosa samples was used. The virus was found in
10% of mouth floor samples, 12% of tongue not being detected in oropharynx. The
prevalence in oral mucosa samples was 15.79%. There was no statistically significant
differences between the virus presence and the variables: anatomical localization, gender, age,
smoking, alcoholism, clinical stage, histological grade, neck dissection and patient’s survival.

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

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

chain reaction.
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1 Resumo

O virus Epstein-Barr (EBV) faz parte da familia herpesvirus humano e esta relacionado com
doencas benignas e malignas de cabeca e pescoco e sua possivel relacdo com o carcinoma
espinocelular (CEC) oral tem sido estudada. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca do
EBV em pacientes com CEC oral e mucosa normal, correlacionando os achados com as
variaveis clinico-patolégicas, fatores de risco e sobrevida. Foi aplicada a nested-PCR em
pecas parafinizadas de CEC oral, sendo 20 amostras de assoalho bucal, 25 de lingua e 12 de
orofaringe. Também foi utilizado grupo controle, sem carcinoma espinocelular, com 19
amostras de mucosa oral normal. O virus foi encontrado em 10% das amostras de assoalho
bucal e 12% de lingua, ndo sendo detectado na orofaringe. Para as amostras de mucosa
normal a prevaléncia foi de 15,79%. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a
presenca do virus e as variaveis: localizacdo anatémica, sexo, idade, tabagismo, etilismo,
estadiamento clinico, gradacdo histologica, metéstase cervical e sobrevida. Os resultados
sugerem que o EBV néo participa isoladamente da carcinogénese oral.

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

Reacdo em cadeia da polimerase.
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2 Introducéo*

De acordo com a ultima Classificacdo Internacional das Doencas (CID 10) da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) [1], o cancer de boca pode acometer labios, lingua,
glandulas salivares, gengiva, assoalho, palato, orofaringe e outras localizagbes orais.
Aproximadamente 90% dos canceres de boca séo do tipo carcinoma espinocelular (CEC) e
ocorrem 274.000 novos casos e 145.000 mortes por ano no mundo em decorréncia da doenca,
sendo dois tercos em paises em desenvolvimento [2]. O Brasil esta entre os trés paises em
desenvolvimento com maior incidéncia de cancer de boca, juntamente com Paquistdo e india.
Para o Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima 14.120 novos casos de cancer de
boca para 2010 e a mortalidade em cinco anos corresponde a menos de 30%. O fato é
atribuido principalmente aos fatores de risco: tabaco e alcool. Contudo outros fatores também
sdo relacionados bem como alteracGes genéticas, infeccao viral e nutricéo [3].

Baseado nas informagfes atualmente disponiveis pode-se afirmar que existem
diferentes mecanismos responsaveis pela carcinogénese oral tais como origem genética,
infecciosa e pela acdo de fatores de risco, incluindo tabaco e subprodutos do alcool, que
podem variar de acordo com as diferencas geograficas, culturais, étnicas e s6cio-econdmicas
[4-6]. Uma vez que os canceres de boca tém sido observados em pequena porcéo de pacientes
sem os fatores de risco, causas como infeccdo viral tem sido investigadas. Das infecc¢Oes
virais, o virus Epstein-Barr (EBV) é citado como um possivel agente carcinogénico para o
cancer de boca [4].

O EBV possui dupla fita de DNA e faz parte da familia herpesvirus humano [4-7]. E
0 mais potente virus imortalizador celular conhecido até o momento e, paradoxalmente,
infecta cerca de 90% da populacdo mundial humana sem causar doenca para a maioria dos
individuos [4, 8-10]. Possui dois subtipos (1 e 2 ou A e B) e sua transmissdo ocorre com 0
contato oral, principalmente durante o beijo [11, 12]. A infeccdo priméaria ocorre nos trés
primeiros anos de vida de forma subclinica. Entretanto, quando ela acomete adolescentes,
com frequéncia desenvolve a mononucleose infecciosa, doenga aguda autolimitada [10-11,
13-14].

Além da mononucleose infecciosa, 0 EBV é o agente etioldgico da leucoplasia
pilosa e, em seu estado latente, de algumas neoplasias malignas como o carcinoma

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

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

Os linfocitos B sdo as células-alvo iniciais, através do receptor CD21 [16] e, ap0s a
infeccdo primaria, uma pequena fracdo destas células permanece como reservatorio de EBV
[17]. As células epiteliais da orofaringe e das glandulas salivares sdo passiveis de infeccéo,
com replicacdo periodica e eliminacdo viral na saliva [8, 10, 16]. Os fatores relacionados com
a reativacao e replicacdo viral sdo o estresse e a deficiéncia imunoldgica [18].

Na fase de laténcia, 0 EBV expressa poucos genes que incluem antigenos nucleares
(EBNAS), proteinas latentes de membrana (LMPS) e pequenos RNAs (EBERs) [10, 15] e
produz efeito citopatico minimo [9]. Neste estado, 0 EBV pode ser detectado em linfocitos B
e células epiteliais da orofaringe , sendo potencialmente oncogénico para ambos [19].

A presenca do EBV tem sido detectada em casos de CEC oral. Inimeras séo as
técnicas utilizadas para deteccdo do virus, dentre elas a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), a nested-PCR (n-PCR), a imunoistoquimica e as técnicas de hibridizacdo. A PCR é
uma tecnica de biologia molecular amplamente utilizada para a identificacdo do EBV em
bidpsia de lesdes orais ou mesmo em saliva. Consiste em um metodo de amplificagdo in vitro
(geracdo de multiplas copias) de DNA, que pode ser realizada a partir de quantidades
reduzidas de amostra. A nPCR é uma variacdo da PCR e tem por objetivo aumentar a
especificidade e eficiéncia da amplificagcdo do DNA alvo, por compreender duas etapas de
sintese de DNA, sendo que o material produzido na primeira etapa serve de molde para a
segunda [20].

Cruz et al. [16] utilizaram diferentes métodos (PCR, hibridizacdo in situ, e
imunoistoquimica) e concluiram ndo existir evidéncias de que o EBV desenvolve papel na
carcinogénese. Segundo os autores, a presenca do EBV nas amostras de CEC detectadas pela
PCR reflete a presenca do virus na saliva. Para Tsang et al. [21], o DNA de EBV ¢é raro no
cancer de boca e até mesmo em mucosa saudavel. Kobayashi et al. [22] e lamaroon et al. [23]
em seus estudos indicaram que a transcricdo do genoma do EBV nédo ocorre nas células de
CEC, sugerindo que o EBV nédo desempenha papel na carcinogénese oral.

Entretanto, Bagan et al. [24] utilizando a técnica da nPCR em amostras frescas
encontraram 40% de positividade em CEC oral. Sand et al. [9] analisando amostras de CEC
por nPCR encontraram 37,9% de positividade para EBV. Para ambos autores o papel do EBV

ainda é incerto.
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Shimakage et al. [14] utilizando técnicas de hibridizacdo in situ, imunofluorescéncia
indireta e Southern Blot encontraram RNA mensageiro e proteinas do EBV que sao expressas
nas maioria dos carcinomas de boca, sugerindo que o EBV pode ser um dos agentes causais
destes canceres. Szkaradkiewicz et al. [25] sugerem que a infeccdo pelo EBV, em condigOes
apropriadas, pode promover a carcinogénese e levar ao desenvolvimento de carcinoma de
tonsila palatina ou carcinoma de lingua.

Gonzales-Moles et al. [26] concluiram que o EBV pode expressar sua principal
oncoproteina, a LMP1, em CEC oral, indicando que sua infeccdo latente pode influenciar na
transformacdo oncogénica de epitélio oral. Ren et al. [27] concluiram que os EBERs
participam da transformac@o maligna do CEC oral. Shamaa et al. [28] encontraram aumento
da expressao de proteinas do EBV, indicando que o EBV pode contribuir para o crescimento e
transformacé&o maligna do carcinoma.

Diante desta controvérsia na literatura, mais estudos sdo necessario para elucidar o

papel do EBV na carcinogénese oral.
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3 Proposicao

O proposito deste trabalho foi detectar a presenca do virus Epstein-Barr em
pacientes com carcinoma espinocelular oral e mucosa clinicamente saudavel da cavidade oral
residentes na regido de Aracgatuba — SP, Brasil, comparar as taxas de deteccdo entre os dois
grupos e as variaveis: localizacdo anatdmica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, estadiamento

clinico, gradacdo histoldgica, metastase cervical e sobrevida.
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4 Material e método

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

Dois grupos de pacientes foram avaliados, sendo o grupo experimental composto
por 57 amostras de pecas parafinizadas de pacientes atendidos no Centro de Oncologia Bucal
(COB) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP no periodo de 1991 a 2005 com
acompanhamento até o ano de 2010 e o grupo controle, com 19 amostras, composto de pegas
parafinizadas de pacientes que realizaram ulectomia como tratamento cirdrgico, com
finalidade curativa, independentemente desta pesquisa. Dentre as amostras do grupo
experimental, todas apresentaram diagnostico histopatolégico de carcinoma espinocelular
oral, sendo 20 amostras em assoalho bucal, 25 em lingua e 12 em orofaringe.

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

Os cortes histopatoldgicos, corados pelo método da hematoxilina e eosina, foram
revistos ao microscopio optico para confirmacdo do diagnostico. A gradacdo histologica das
lesbes se baseou na classificagdo da OMS, como carcinoma in situ, bem diferenciado,
moderadamente e pouco diferenciado [29].

Foram considerados tabagistas os individuos que fumaram regularmente durante
alguma época da vida, mesmo aqueles que atualmente abandonaram o vicio. Os n&o-
tabagistas foram aqueles que em nenhum momento da vida fizeram uso regular do fumo. Para
a classificacdo de etilistas e abstémios foram usados 0s mesmos critérios.

O estadiamento clinico utilizado foi aquele proposto pela Unido Internacional Contra
0 Céncer, que define a extensdo da doenca analisando trés parametros: extensdo da neoplasia
priméaria (T); grau de comprometimento de linfonodos regionais (N) e metastase a distancia
(M) [30].

Extracdo do DNA

Com o emprego de micrétomo histoldgico, foram realizados de 5 a 10 cortes de 10
um de espessura de cada peca parafinizada até a obtencdo de 25 mg de material, procedendo a
descontaminacdo do micrétomo e troca de Iamina entre cada exemplar. Os cortes foram
acondicionados em tubos de polipropileno de 1,5 mL devidamente identificados. A extracdo
do DNA foi realizada com o uso do QIAmp DNA minikit® (QIAGEN Ltd, Crawley, UK),
conforme as instrucdes do fabricante. A quantidade de DNA gendémico, assim como a pureza
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das amostras obtidas foi determinada por densidade Optica em espectrofotdmetro
(NanoDrop® ND - 1000 UV-Vis). As amostras foram armazenadas a -20°C até a realizagdo
da PCR.

PCR para amplificacdo do gene controle

Como controle de qualidade e verificacdo de presenca e integridade do DNA
gendbmico em todas as amostras obtidas, foi realizada a PCR para amplificacdo de parte do
gene que codifica a cadeia de betaglobina humana, com os oligonucleotideos iniciadores
PC04 (CAACTTCATCCACGTTCACC) e GH20 (GAAGAGCCAAGGACAGGTACQC)
(Invitrogen Life Technologies, Brasil) que amplificam fragmento de 268 pares de base (pb).
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%, corados com
brometo de etidio e visualizados em transiluminador ultravioleta.

Como controle positivo foram utilizadas amostras de DNA extraido de sangue
humano. O controle negativo foi composto pela mistura de amplificacdo com substituicdo do

DNA por &gua ultrapura, em mesmo volume.

NPCR para amplificacdo do EBV

Apo6s a confirmacdo da integridade do DNA gendmico, as amostras foram
submetidas a pesquisa do DNA do EBYV através da técnica da nPCR. Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados fazem parte da regido BamHIW do EBV (oligonucleotideo externo para
frente — GAGACCGAAGTGAAGTCCCT, oligonucleotideo externo para trds -
GGTGCCTTCTTAGGAGCTGT, oligonucleotideo interno para frente -
GCCAGAGGTAAGTGGACTTTAAT, oligonucleotideo  interno  para  trdés -
GAGGGGACCCTGAGACGGGT) (Integrated DNA Technologies), utilizados a 10 uM, que
amplificam fragmento de 100 pb.

Na primeira etapa a mistura de amplificagdo foi composta por 2.5 uL de tampdo de
PCR 10X (Tris-HCI 10 mM, pH 8; KCI 50 mM) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA), 1,3 mM de MgCl; (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 0.2 mM
de cada dNTP (deoxyribonucleoside 5’- triophosphates — dATP, dCTP, dGTP e dTTP)
(Amershan Biosciences, Pisctaway, NJ, EUA), 0,5 uL de Taqg DNA polimerase (Invitrogen
Life Technologies, Brasil), 0,5 uL de cada oligonucleotideo (Integrated DNA Technologies),
5 uL de amostra de DNA gendmico e agua ultrapura (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA) para totalizar o volume final de 50 pL. Os fragmentos foram amplificados em

termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.). Na segunda etapa da nPCR, que ocorre ap0s a
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primeira, 0s oligonucleotideos iniciadores amplificam um fragmento de 100 pb dentro da
sequéncia do fragmento amplificado na primeira etapa. Para tanto, utilizou-se como amostra
de DNA 1 puL do produto obtido na primeira etapa. A mistura de amplificacdo e as condicoes
de ciclagem foram semelhantes a da primeira etapa da nPCR, exceto pela substituicdo dos
oligonucleotideos iniciadores externos pelos internos.

Para controle positivo foi utilizado o DNA extraido de tecido parafinizado de
amostra de paciente com diagndstico histopatologico de Linfoma de Hodgkin. O controle
negativo foi composto pela mistura de amplificagdo com substituicdo da amostra de DNA por
agua ultrapura, em mesmo volume.

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

realizada por coloragéo com de nitrato de prata.

Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa EPI INFO versdo 3.5.1. Para
avaliacdo das possiveis associacGes entre a presenca do EBV e as variaveis localizacdo
anatdmica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, estadiamento clinico, gradacdo histoldgica e
metastase cervical foi aplicado o teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, com nivel de
significancia de 5%. A comparacao das curvas de probabilidade acumulada de sobrevida, com
a presenca ou auséncia do EBV pelo método de Kaplan-Meier, foi realizada com a aplicacéo
do teste Log-Rank, com nivel de significancia de 5%.
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Cinquenta e sete casos de carcinoma espinocelular de assoalho bucal, lingua e
orofaringe foram analizados. As amostras de DNA extraido continham entre 150 e 300 ng/uL
e foram testadas para a amplificacdo de parte do gene da betaglobina humana (Figura 1). As
amostras foram submetidas a detec¢do do EBV, como pode ser observado parcialmente na
Figura 2, sendo verificada positividade em 9,75% (5 em 57). No grupo controle foram
analisadas 19 amostras de mucosa oral sem carcinoma espinocelular sendo que todas foram
positivas para o gene da betaglobina humana. A positividade para o EBV foi de 15,8% (3 em
19), como pode ser observado parcialmente na Figura 3.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e o grupo de
CEC de assoalho bucal ou de lingua. Néo foi possivel comparar o grupo controle com a regiao
de orofaringe, pois nenhum caso foi positivo no grupo, Tabela 1.

A correlacdo entre a presenca do EBV e as varidveis estudadas (localizacao
anatdmica, sexo, idade, tabagismo, etilismo, estadiamento clinico, gradacdo histoldgica,
metastase cervical e sobrevida) é mostrada na Tabela 2. Ndo foi observada significancia
estatistica entre as variaveis. Todos os tumores EBV positivos ocorreram em pacientes do
sexo masculino e tabagistas.

O teste Log-Rank, que compara as curvas de probabilidade acumulada de sobrevida
com a presenca ou auséncia do EBV (Figura 4), também ndo apresentou significancia

estatistica (p = 0,7).
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6 Discusséo

Dentre os virus oncogénicos, o EBV tem sido estudado para sua possivel relacdo
com a carcinogénese oral [14, 25-28, 31-32]. Para Sand et al. [9] e Cruz et al. [16] a presenca
do EBV pode refletir o estado de imunossupressdo associado a condi¢do neoplésica. Cruz et
al. [4] sugerem a participacdo sinérgica de virus oncogénicos no desenvolvimento do cancer
de boca nos casos em que os fatores de risco ndo estéo presentes.

Estudos sobre a correlacdo entre o EBV e o cancer de boca mostram discrepancia na
presenca do virus, como pode ser observado no Quadro 1. A variacdo da taxa de deteccdo
ocorre por varios motivos, dentre eles principalmente o método de deteccdo utilizado e a
localizagdo geogréafica do estudo, uma vez que a infec¢do pelo EBV varia entre as distintas
regibes do mundo. Kis et al. [8] encontraram 73,8% de positividade para EBV na Hungria
utilizando amostras de tecido fresco, o que pode aumentar os indices de deteccéo, diferente do
presente estudo, no qual foram utilizadas pegas parafinizadas.

A nPCR, utilizada neste estudo, ndo indica a localizagdo exata do virus no interior
tecido, portanto a presenca do EBV no infiltrado inflamatério ndo pode ser excluida. O
método foi escolhido por ser muito sensivel e permitir a utilizacdo de tecido incluido em
parafina [9], que durante o processo de extracdo de DNA sofre degradacdo de parte do
material genético. A vantagem do método é que o tecido parafinizado possibilita estudos
retrospectivos de longo periodo. No entanto, € muito provavel que a mesma técnica aplicada
em tecido fresco aumentasse os indices de detec¢do do virus. Por outro lado, o processo de
inclusdo do tecido em parafina reduz a contaminagdo da amostra por saliva [21] o que permite
descartar a presenca do virus fora do tecido analisado.

Uma vez que o EBV é frequente na populacdo mundial, foi utilizado um grupo
controle sem carcinoma para comparar as taxas de detecgdo. A presenca do EBV em mucosa
clinicamente saudavel encontrada foi de 15,8%. Sand et al. [9] encontraram o virus em 7,3%
das amostras, utilizando pecas parafinizadas e nPCR, metodologia semelhante aquela
empregada no presente estudo. D’Costa et al. [31] encontraram 4% de positividade em
mucosa clinicamente saudavel. Cruz et al. [4] ndo encontraram DNA de EBV em mucosa oral
clinicamente saudavel. Os autores utilizaram a PCR simples que pode ter limitado a deteccao
viral. Para Sand et al. [9] o EBV € mais prevalente em lesbes orais, como CEC, quando

comparado com mucosa oral saudavel, o que diferiu do observado na presente pesquisa, que
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ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos com e sem carcinoma. A varia¢do nos
resultados pode ser explicada pela localizacdo geogréafica das pesquisas [11].

N&o houve diferenca estatistica entre a presenca do EBV e a localizacdo anatdbmica
das lesGes, resultado que corrobora com o estudo de Sand et al. [9]. Também ndo houve
diferenca entre cada localizacdo com o grupo controle. Nao foi possivel aplicar testes na
regido de orofaringe pela auséncia de positividade para EBV. Apesar de ndo haver
significancia estatistica, o maior nimero de amostras EBV positivas encontradas neste
trabalho foi em lingua, dados semelhantes aos de Gonzalez-Moles et al. [32]. A leucoplasia
pilosa € uma lesdo localizada em borda de lingua, causada pelo EBV e associada a
imunossupressdo. A maior presenca do virus nesta localizacdo pode ser reflexo da
imunossupressdo encontrada nos pacientes com cancer. Estudo realizado por Kis et al. [8]
revelou que a prevaléncia do virus no CEC oral é semelhante & encontrada em mucosa
clinicamente saudavel dos mesmo pacientes, fato que indica a presenca do virus relacionada a
imunossupressdao. A imunossupressdo dos pacientes com CEC também pode levar a maior
eliminacdo do EBV na orofaringe e assim o virus seria mais encontrado nesta regido [16], fato
ndo comprovado neste estudo.

Todos os pacientes positivos para EBV eram do sexo masculino, no entanto, ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos feminino e masculino, fato
atribuido ao numero reduzido de mulheres na amostra, uma vez que Higgins et al. [11]
encontraram maior soroprevaléncia do EBV no sexo feminino.

De acordo com o presente estudo, Sand et al. [9] e van Heerden et al. [33], a
prevaléncia do EBV no cancer de boca néo é influenciada pela idade. Em pacientes jovens,
abaixo de 45 anos de idade, o CEC oral parece ser mais agressivo e evidéncias apontam para a
auséncia de fatores de risco como o fumo e alcool [34]. Nestes casos € possivel que virus
como o EBV participe da oncogénese.

N&o foi encontrada correlacdo entre o cancer de boca e a presenca do EBV,
tabagismo e etilismo, concordando com estudos prévios [4, 9, 31, 35-36]. Entretanto, no
presente estudo, todos os pacientes EBV positivo eram tabagistas. Como a amostra de néo
tabagistas foi reduzida, ndo foi possivel descartar que o EBV estivesse relacionado com
tumores neste grupo. E possivel que o EBV possa atuar principalmente quando os fatores de
risco, como tabaco e alcool, ndo estejam presentes.

Em relacdo ao estadiamento clinico, gradacdo histoldgica e metastase cervical,
também ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os casos EBV positivos e

negativos. Sand et al. [9] e Tsuhako et al. [35] ndo encontraram correlacéo entre a presenca de
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EBV e o grau de diferenciacdo do tumor. Os resultados conflitam com Gonzalez-Moles et al.
[32] que relataram associacdo entre 0 EBV e CEC pouco ou moderadamente diferenciado e
com Maeda et al. [37] que associaram 0 EBV ao CEC pouco diferenciado, enquanto que
Kobayashi et al. [22] sugeriram que pode haver relacdo entre EBV e CEC bem diferenciado.
Como os diversos trabalhos apresentam resultados conflitantes, € possivel fazer uma analogia
em relacdo ao carcinoma nasofaringeo, que esta relacionado ao EBV e possui comportamento
altamente agressivo, com infiltracdo local extensa, disseminacdo linfatica e hematogénica
[38]. Partindo deste principio, é possivel que o virus contribua para maior agressividade do
tumor também no cancer de boca.

N&o houve correlacdo entre a sobrevida e a presenca do virus no presente estudo,
bem como nos estudos de Gonzales-Moles et al. [26]. Kobayashi et al. [22] sugeriram um
bom progndstico nos casos de CEC EBV positivos. Segundo Maeda et al. [37] a presenca do
EBV ndo parece estar relacionada com a progressdo, metastase ou resposta do carcinoma
espinocelular oral ao tratamento. Para Maeda et al. [37], maiores amostras poderiam
apresentar diferencas nos resultados, pois eles encontraram tendéncia positiva na correlagcéo

entre infec¢do por EBV e progndstico.
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7 Concluséo

Apesar da auséncia de significancia estatistica, houve maior prevaléncia de EBV em
pacientes tabagistas, etilistas, do sexo masculino com gradacdo histolégica moderadamente ou
pouco diferenciado.

N&o houve correlacéo estatistica entre a presenca do virus e a localizagdo primaria do
carcinoma espinocelular oral, estadiamento clinico e metastase cervical.

A baixa prevaléncia do EBV e a auséncia de diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos com e sem carcinoma espinocelular oral sugerem que o virus ndo participa do

desenvolvimento de carcinoma espinocelular oral na regido de Aracatuba — SP, Brasil.



Conflito de interesses

Os autores

declaram

nao

haver

conflito

de

34

interesses.



Referéncias



10.

11.

12.

36

Referéncias
World Health Organization (2004) ICD 10 - International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems, 2nd revision. WHO, Geneva.
Boyle B, Levin B, editors (2008) World Cancer Report 2008. WHO, Lyon.
Brasil. Ministério da Saude. Secretaria Nacional de Assisténcia & Saude. Instituto
Nacional do Céancer (2010) Estimativas da incidéncia e mortalidade por cancer no

Brasil. INCA, Rio de Janeiro.

Cruz I, Brule AV, Steenbergen R, Snijders PJF, Meijer CILM, Walboomers JMM,
Snow GB, Van der Waal | (1997) Prevalence of Epstein-Barr virus in oral squamous
cell carcinomas, premalignant lesions and normal mucosa: a study using the
polymerase chain reaction. Oral Oncol 33:182-188.

Venturi BRM, Cabral MG, Lourengo SQC (2004) Carcinoma de células escamosas
oral — contribuicdo de virus oncogénicos e alguns marcadores moleculares no
desenvolvimento e prognostico da lesdo: uma revisao. Rev Bras Otorrinolingol 70:385-
392.

Bagan JV, Scully C (2008) Recent advancer in oral oncology 2007: epidemiology,
aetiopathogenesis, diagnosis and prognostication. Oral Oncol 44:103-108.

Wong M, Pagano JS, Schiller JT, Tevethia SS, Raab-Traub N, Gruber J (2002) New
associations of human papillomavirus, Simian virus 40, and Epstein-Barr virus with

Human Cancer. J Nat Cancer Inst 94:1832-1836.

Kis A, Fehér E, Gall T, Tar I, Boda R, Toth ED, Méhes G, Gergely L, Szarka K (2009)
Epstein—Barr virus prevalence in oral squamous cell cancer and in potentially
malignant oral disorders in an eastern Hungarian population. Eur J Oral Sci 117:536—
540.

Sand LP, Jalouli J, Larsson PA, Hirsch JM (2002) Prevalence of Epstein-Barr virus in
oral squamous cell carcinoma, oral lichen planus, and normal oral mucosa. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Radiol Endod 93:586-592.

Clemens MJ (2006) Epstein-Barr virus: inhibition of apoptosis as a mechanism of cell
transformation. Int J Biochmed Cell Biol 38:164-169.

Higgins CD, Swerdlow AJ, Macsween KF, Harrison N, Williams H, McAulay K,
Thomas R, Reid S, Conacher M, Britton K, Crawfor DH (2007) A Study of risk factors
for acquisition of Epstein-Barr virus and its subtypes. J Infec Dis 195:474-482.

Higa M, Kinjo T, Kamiyama K, Iwamasa T, Hamada T, lyama K (2002) Epstein-Barr

virus (EBV) subtype in EBV related oral squamous cell carcinoma in Okinawa, a



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

37

subtropical island in southern Japan, compared with Kitakyushu and Kumamoto in
mainland Japan. J Clin Pathol 55:414-423.

Mao EJ, Smith CJ (1993) Detection of Epstein-Barr virus (EBV) DNA by the
polymerase chain reaction (PCR) in oral smears from healthy individuals and patients
with squamous cell carcinoma. J Oral Pathol Med 22:12-17.

Shimakage M, Horii K, Tempaku A, Kakudo K, Shirasaka T, Sasagawa T (2002)
Association of Epstein-Barr Virus with oral cancers. Hum Pathol 33:608-614.
Moustafa AEA, Chen D, Ghabreau L, Akil N (2009) Association between human
papillomavirus and Epstein-Barr virus infections in human oral carcinogenesis. Med
Hypotheses 73:184-186.

Cruz I, Van den Brule AJC, Brink AATP, Snijders PJF, Walboomers JMM, Van der
Waal | Meyer CJ (2000) No direct role for epstein-barr virus in oral carcinogenesis: a
study at the DNA, RNA and protein levels. Int J Cancer 86:356-361.

Hammerschmidt W, Sugden B (2004) Epstein-Barr virus sustains Burkitt’s
lymphomas and Hodgkin’s disease. Trends Mol Med 10:331-336.

Gulley ML, Tang W (2008) Laboratory assays for Epstein-Barr virus-related disease. J
Mol Diagn 10:279-292.

Imai S, Nishikawa J, Takada K (1998) Cell-to-cell contact as an efficient mode of
Epstein-Barr virus infection of diverse human epithelial cells. J Virol 72:4371-4378.
Evander M, Edlund K, Boden E, Gustafsson A, Jonsson M, Karlsson R, Rylander E,
Wadell G (1992) Comparison of a one-step and a two-step polymerase chain reaction
with degenerate general primers in a population-based study of human papillomavirus
infection in young Swedish women. J Clin Microbiol 30:987-992.

Tsang NM, Chang KP, Lin SY, Hao SP, Tseng CK, Kuo TT, Tsai MH, Chung TC
(2003) Detection of Epstein-Barr virus—derived latent membrane protein-1 gene in
various head and neck cancers: is it specific for nasopharyngeal carcinoma?
Laryngoscope 113:1050-1054.

Kobayashi I, Shima K, Saito I, Kiyoshima T, Matsuo K, Ozeki S, Ohishi M, Sakai H
(1999) Prevalence of Epstein-Barr virus in oral squamous cell carcinoma. J Pathol
189:34-39.

lamaroon A, Khemaleelakul U, Pongsiriwet S, Pintong J (2004) Co-expression of p53
and Ki67 and lack of EBV expression in oral sacamous cell carcinoma. J Oral Pathol
Med 33:30-36.



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

38

Bagan JV, Jiménez Y, Murillo J, Poveda R, Diaz JM, Gavalda C, Margaix M, Scully
C, Alberola TM, Torres Puente M, Pérez Alonso M (2008) Epstein-Barr virus in oral
proliferative verrucous leukoplakia and squamous cell carcinoma: A preliminary study.
Med Oral Patol Oral Cir Bucal 13:110-113.

Szkaradkiewicz A, Kruk-Zagajewska A, Wal M, Jopek A, Wierzbicka M, Kuch A
(2002) Epstein-Barr virus and human papillomavirus infecrions and oropharyngeal
squamous cell carcinomas. Clin Exp Med 2:137-141.

Gonzélez-Moles MA, Gutierrez J, Rodriguez MJ, Ruiz-Avila I, Rodriguez-Archilla A
(2002) Epstein-Barr virus latent membrane protein-1 (LMP-1) expression in oral
squamous cell carcinoma. Laryngoscope 112:482-487.

Ren Q, Zuo T, LU H (2004) Malignant transformation of a human oral squamous cell
carcinoma cell strain OSC-19 by EBV encoded small RNAs. Lin Chuang Er Bi Yan
Hou Ke Za Zhi 18:675-680.

Shamaa AA, Zyada MM, Wagner MM, Awad SS, Osman MM, Azeem AAA (2008)
The significance of Epstein Barr virus (EBV) & DNA Topoisomerase Ilu (DNA-Topo
I1) immunoreactivity in normal oral mucosa, oral epithelial dysplasia (OED) and oral
squamous cell carcinoma (OSCC). Diagn Pathol 3:45.

Barnes L, Eveson JW, Reichart P, Sidransky D, editors (2005) Pathology and genetics
of head and neck tumours. IARC, Lyon.

Sobin LH, Wittekind CH (1997) Head and neck tumours. In: Sobin LH, Wittekind CH,
editors. TNM: classification of malignant tumours. Wiley-Liss, New York, pp.20-24.
D’Costa J, Saranath D, Sanghvi V, Mehta A (1998) Epstein-Barr virus in tobacco-
induced oral cancers and oral lesions in patients from India. J Oral Pathol Med 27:78-
82.

Gonzalez-Moles M, Guitierrez J, Ruiz |, Fernandez J, Rodriguez M, Aneiros J (1998)
Epstein-Barr vitus and oral squamous cell carcinoma in patients without HIV infection:
viral detection by polymerase chain reaction. Microbios 96:23-31.

van Heerden WE, van Rensburg EJ, Engelbrecht S, Raubenheimer EJ (1995)
Prevalence of EBV in oral squamous cell carcinomas in young patients. Anticancer Res
15:2335-2339.

Llewellyn CD, Johnson NW, Warnakulasuriya KAAS (2004) Risk factores for oral
cancer in newly diagnosed patients aged 45 years and younger: a case-control study in
Southern England. J Oral Pathol Med 33:525-532.



35.

36.

37.

38.

39

Tsuhako K, Nakazato I, Miyagi J, lwamasa T, Arasaki A, Hiratsuka H, Sunakawa H,
Kohama G, Abo T (2000) Comparative study of oral squamous cell carcinoma in
Okinawa, Southern Japan and Sapporo in Hokkaido, Northern Japan: with special
reference to human papilloma virus and Epstein-Barr virus infection. J Oral Pathol
Med 29:70-79.

Yang YY, Koh LW, Tsai JH, Tsai CH, Wong EFC, Lin SJ Yang CC (2004)
Involvement of viral and chemical factors with oral cancer in Taiwan. Jpn J Clin Oncol
34:176-183.

Maeda T, Hiranuma H, Matsumura S, Furukawa S, Fuchihata H (1998) Epstein-Barr
virus infection and response to radiotherapy in squamous cell carcinoma of the oral
cavity. Cancer Lett 125:25-30.

Wei WI, Kwong DLW (2010) Current management strategy of nasopharyngeal

carcinoma. Clin Esp Otorhinolaryngol 3:1-2.



Anexos



41

PM 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 CP NO

Figura 1 — Fotografia do gel de agarose 3% mostrando resultado da amplificacdo do gene da
betaglobina humana (268 pb) por PCR de amostras de carcinoma espinocelular oral.

PM = peso molecular de 100 pb; CP = controle positivo (DNA extraido de sangue humano);
NO = controle negativo (sem DNA).

PM CP A23 A24 A25 A27 A29 A30 A32 A33 A34 A35 01 02 03 04 06 08 010 NO

Figura 2 - Fotografia do gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado da amplificagdo do
EBV (100 pb) por nPCR de amostras de carcinoma espinocelular oral (amostras A32 e A34
positivas).

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

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

Figura 3 — Fotografia do gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado da amplificacdo do
EBV (100 pb) por nPCR de amostras de mucosa oral clinicamente saudavel (amostras 10A e
13A positivas).

PM = peso molecular de 50 pb; CP = controle positivo (DNA extraido de linfoma de
Hodgkin); NO = controle negativo (sem DNA).
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Figura 4 — Curva de probabilidade de sobrevida acumulada dos pacientes com carcinoma
espinocelular segundo a presenca ou nao do EBV, pelo método de Kaplan-Meier (p = 0,7).



Quadro 1 — Deteccédo de EBV em CEC oral.

Autores Pais metodos EBYV positivo
Mao et al., 1993 Inglaterra PCR 35%
D’Costa et al., 1998 india PCR, Southern blot 25%
hybridization

Gonzalez-Moles et al., 0
1998 Espanha PCR 17,59%
Maeda et al., 1998 Japao PCR 64,4%

. ~ Southern blot, 0
Kobayashi et al., 1999 Japéao hydridization 15,2%
Sand et al., 2002 Suécia nPCR 37,9%

Gonzalez-Moles et al.,

2002 Espanha PCR 19,2%

Bagan etal., 2008 Espanha e Inglaterra nPCR 40%
Kis et al.,2009 Hungria PCR 73,8%
Aréde et al., 2010 Brasil nPCR 9,75%
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Tabela 1 — Comparagéo entre a presenca de EBV nas trés diferentes regides avaliadas e no

grupo controle.

44

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

*Teste de propor¢do com Qui-quadrado
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Tabela 2 - Correlacdo da presenca do EBV com as variaveis clinico-patoldgicas e fatores de

risco dos pacientes com carcinoma espinocelular oral.

Variaveis pacientes EBV + EBV - p*
(n=57) (n=5) (n=52)

localizacéo 0,47
assoalho bucal 20 2 18
lingua 25 3 22
orofaringe 12 0 12

sexo 0,62
masculino 52 5 47
feminino 5 0 5

idade 0,98
<45 13 1 12
entre 45 e 65 32 3 29
> 65 12 1 11

tabagismo 0,76
tabagista 54 5 49
néo tabagista 3 0 3

etilismo 0,64
etilista 43 4 39
abstémio 14 1 13

estadiamento clinico 0,32
lell 23 3 20
llelv 34 2 32

gradacao histologica 0,38
in situ e bem diferenciado 5 1 4
moderadamente e pouco diferenciado 52 4 48

metastase cervical 0,32
negativo 27 3 24
positivo 14 2 12
ndo realizado 16 0 16

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

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

mestranda: Livia Trevelin Aréde

Nome do paciente:

Ndmero do caso:

Numero do prontuério:

1. Sexo: (M) masculino (F) feminino
2. Idade do diagndstico
1) <45anos
2) Entre 45 e 65 anos
3) =65 anos
3. Tabagista (+) sim (-) ndo
4. Etilista (+) sim (-) ndo
5. Estadiamento clinico
1) lell
2) llelv
6. Gradagdo histoldgica
1) Carcinoma in situ e bem diferenciado
2) Carcinoma moderadamente e pouco diferenciado
7. Metastase cervical
(-) negativo
(+) positivo
Néo realizado
8. Condig&o final
0) Vivo e morte ndo cancer

1) Morte por cancer



Anexo D — Informaces sobre 0s casos estudados.

localizagéo idade do estadiamento | gradacéo | esvazi to | EBV altimo | estado
. . - amento
admissdo | sexo diagnéstico tabagista | etilista clinico histologica cervical contato | atual
assoalho 28/05/1991 | M 59 + + 2 1 2/9/1993 1
bucal
h + - = |20n11907| 1
assoalllo 1 55/67/1995 | M 63 + 2 1
bucal
+ + - -
assoalho 30/4/2004 1
bucal 26/02/1996 | M 74 2 1
+ + - -
assoalho 25/11/1996 | M 64 1 1 20/9/1999 0
bucal
+ + - -
assoalho 04/03/1997 | M 63 1 1 12/1/2003 1
bucal
Ih + = | 15/6/1999 | 1
assoalllo | 57/06/1998 | M 56 - 2 1 +
bucal
Ih * - = |121002008| 1
assoalllo | 56/04/1999 | M 58 - 1 1
bucal
Ih + - | 22/2/2010 0
as;oa © 114/03/2000 | M 42 + 1 1
ucal
assoalho + - = | 26/4/2003 | 1
21/06/2001 | M 77 2 1 nao realizado
bucal
th + - = | 3122003 | 1
assoalo | 541815001 | M 57 1 2 +
bucal
+ + -
assoalho 30/04/2002 | M 61 5 1 - 10/3/2010 0
bucal
+ + -
assoalho | 44 /06/9007 | M 65 2 1 nio realizado 8/1/2002 | 1
bucal
+ + -
assoalho - 10/3/2008 1
bucal 24/6/2002 M 55 1 1
+ + -
assoalho | g/155000 | M 47 1 1 nio realizado 10732010 | 0
bucal
+ + -
assoalho 24/6/2003 | M 47 1 1 - 25/10/2005 0
bucal
+ + -
assoalho 10/05/2004 | M 61 1 1 - 21/7/2007 1
bucal
+ + - +
assoalho 18/10/2004 | M 61 2 1 27/7/2009 0
bucal
assoalho + - - | 9312010 0
bucal 18/10/2004 | F 77 1 1
+ - - +
assoalho 05/10/2005 | M 45 1 1 26/6/2007 1

bucal




14/12/2009

assoalho | 5555005 53

bucal

lingua 4/3/1993 63 - 24/6/2008
lingua 30/8/1993 68 ndo realizado 271411994
lingua | 20/12/1993 64 + 15/10/2000
lingua | 7/12/1993 57 - 10/3/2010
lingua 20/6/1994 59 ndo realizado 14/471995
lingua 11/8/1994 42 ndo realizado 6/4/1996
lingua | 20/3/1995 65 N 22/2/2010
lingua | 10/5/1995 48 * 29/412007
lingua 12/2/1996 43 n&o realizado 21/3/1996
lingua | 13/5/1996 43 * 24/411997
lingua | 27/5/1996 34 * 25/3/1997
lingua 9/9/1996 46 N 26/2/2006
lingua | 19/8/1996 56 * 15/6/2001
lingua 25/11/1996 44 ndo realizado 26/1/1997
lingua 21/7/1997 31 ndo realizado 27/10/1997
lingua 2/3/1998 35 * 27/7/2009
lingua 28/11/1998 63 néo realizado 25/7/1999
lingua 23/11/1998 66 ndo realizado 21/4/2000
lingua | 24/5/1999 82 * 9/12/2000
lingua | 11/11/1998 63 N 10/1/2010
lingua | 5/12/1994 71 - 27/9/11999




27/5/1997

lingua 7/5/1991 43
lingua | 15/12/1992 62 * 22/1/2009
lingua 4/3/1996 54 * 22/5/1997
lingua | 12/2/1996 47 - 18/1/2010
orofaringe | 17/8/1993 44 - 25/12/1996
orofaringe | 13/12/1993 57 N 11/5/1996
orofaringe | 25/5/1994 71 ndo realizado 22/6/1994
orofaringe | 8/8/1994 53 nao realizado 4/10/1994
orofaringe | 19/6/1995 42 N 27/7/1996
orofaringe | 11/9/1995 84 néo realizado 71211997
orofaringe | 2/3/1998 57 ndo realizado 15/11/2003
+ 22/11/1998
orofaringe | 5/1/1998 47
orofaringe | 14/5/2001 75 n&o realizado 13/3/2002
orofaringe | 4/11/1993 54 N 1/10/2005
orofaringe | 17/3/1998 42 * 22/6/2000
orofaringe | 15/7/2003 59 * 9/11/2009




Anexo E — Programacéo de ciclos do termociclador para a nPCR, primeira e segunda etapa da
NPCR para o EBV.

Etapa temperatura tempo ciclos
desnaturacéo inicial 94°C 2 minutos 1
desnaturacéo 94°C 30 segundos
anelamento 55°C 30 segundos
extensdo 72°C 30 segundos 35
extensdo final 72°C 5 minutos 1




Anexo F — Andlise estatistica (p*) entre a presenca do EBV e as variaveis para cada
localizagéo anatdomica do CEC.

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

*Teste exato de Fisher



Anexo G - Regido BamHIW do EBV e fragmento amplificado pelos oligonucleotideos na
nPCR.

GGATCCCCCCACCGGCCCTTCTCTCTGTCCCCCTGCTCCTCTCCAACCTTCGCTCCACCCTAGACCCCAGCTTCTGGCCTC
CCCGGGTCCACCAGGCCAGCCGGAGGGACCCCGGCAGCCCGGGCGAGTCGCCTTCCCTCTCCCCTGGCCTCTCCTTCCC
GCCTCCCACCCGAGCCCCCTCAGCTTGCCTCCCCACCGGGTCCATCAGGCCGGCCGGAGGGACCCCGGCGGCCCGGTG
TCAGTCCCCCCTGCAGCCGCCCAGTCTCTGCCTCCAGGCAAGGGCGCCAGCTTTTCTCCCCCCAGCCTGAGGCCCAGGC
TCCTGTGCACTGTCTGTAAAGTCCAGCCTCCCACGCCCGTCCACGGCTCCCGGGCCCAGCCCCGTCCACCCCTCCCCACG
GTGGACAGGCCCTCTGTCCACCCGGGCCATCCCCGCCCCCCTGTGTCCACCCCAGTCCCGTCCAGGGGGGACTTTATGT
GACCCTTGGGCCTGGCTCCCCATAGACTCCCATGTAAGCCTGCCTCGAGTAGGTGCCTCCAGAGCCCCTTTTGCCCCCCT
GGCGGCCCAGCCCGACCCCCGGGCGCCCCCAAACTTTGTCCAGATGTCCAGGGGTCCCCGAGGGCGAGGCCCAGCCeCC
CTCCCGCCCCTGTCCACTGCCCCGGTCCCCCCAGAAGCCCCCAAAAGTAGAGGCTCAGGCCATGCGCGCCCTGTCACCA
GGCCTGCCAAAGAGCCAGATCTAAGGCCAGGAGAGGCAGCCCCAAAGCGGGTGCAGTAACAGGTAATCTCTGGTAGTGAT
TTGGACCCGAAATCTGACACTTTAGAGCTCTGGAGGACTTTAAAACTCTAAAAATCAAAACTTTAGAGGCGAATGGGCGCCA
TTTTGTCCCCACGCGCGCATAATGGCGGACCTAGGCCTAAAACCCCCAGGAAGCGGGTCTATGGTTGGCTGCGCTGCTGC
TATCTTTAGAGGGGAAAAGAGGAATAAGCCCCCAGACAGGGGAGTGGGCTTGTTTGTGACTTCACCAAAGGTCAGGGCCC
AAGGGGGTTCGCGTTGCTAGGCCACCTTCTCAGTCCAGCGCGTTTACGTAAGCCAGACAGCAGCCAATTGTCAGTTCTAG
GGAGGGGGACCACTGCCCCTGGTATAAAGTGGTCCTGCAGCTATTTCTGGTCGCATCAGAGCGCCAGGAGTCCACACAAA
TGTAAGAGGGGGTCTTCTACCTCTCCCTAGCCCTCCGCCCCCTCCAAGGACTCGGGCCCAGTTTCTAACTTTTTCCCCTTC
CCTCCCTCGTCTTGCCCTGCGCCCGGGGCCACCTTCATCACCGTCGCTGACTCCGCCATCCAAGCCTAGGGGAGACCGA
AGTGAAGTCCCTGGACCAGCCCGGCCCGGGCCCCCCGGTATCGGGCCAGAGGTAAGTGGACTTTAATTTTTTCTGCTAA
GCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACACTACACACACCCACCCGTCTCAGGGTCCCCTCGGACAGCTCCTAAGAAG
GCACCGGTCGCCCAGTCCTACCAGAGGGGGCCAAGAACCCAGACGAGTCCGTAGAAGGGTCCTCGTCCAGCAAGAAGAG
GAGGTGGTAAGCGGTTCACCTTCAGGGGTAAGTAACCTGACCTCTCCAGGGCTCACATAAAGGGAGGCTTAGTATACATGC
TTCTTGCTTTTCACAGGAACCTGGGGGCTAGTCTGGGTGGGATTAGGCTGCCTCAAGTTGCATCAGCCAGGGCTTCATGCC
CTCCTCAGTTCCCTAGTCCCCGGGCTTCAGGCCCCCTCCGTCCCCGTCCTCCAGAGACCCGGGCTTCAGGCCCTGCCTCT
CCTGTTACCCTTTTAGAACCACAGCCTGGACACATGTGCCAGACGCCTGGGCCTCTAAGGCCCTCGGGTCCCCCTGGACC
CCGGCCTCAGCAACCCTGCTGCTCCCATCCTGCCACCCCAGCCTCCCCCCCTCCCCGTCCCCCTTCGCTCCTGATCCTCC
CCCGGTCCCCAGTAGGGCCGCCTGCCCCCCTGCACCCAGTACCTGCCCCTCTTGGCCACGCACCCCGGGCCAGGCCACC
TTAGACCCGGCCAAGCCCCATCCCTGAAGACCCAGCGGCCATTCTCTCTGGTAACGAGCAGAGAAGAAGTAGAGGCCCGC
GGCCATTGGGCCCAGATTGAGAGACCAGTCCAGGGGCCCGAGGTTGGAGCCAGCGGGCACCCGAGGTCCCAGCACCCG
GTCCCTCCGGGGGGCAGAGACAGGCAGGGGCCCCCCGGCAGCTGGCCCCGAGGAGGCGCCCGGAGTGGGGCCGGTCG
GCTGGGCTGGCCGAGCCCGGGTCTGGGAGGTCTGGGGTGGCGAGCCTGCTGTCTCAGGAGGGGCCTGGCTCCGCCGG
GTGGCCCTGGGGTACGTCTGGGAGGCAGAGGGTCGGCCTAGGCCCGGGGAAGTGGAGGGGGATCGCCCGGGTCTCTGT
TGGCAGAGTCCGGGCGATCCTCTGAGACCCTCCGGGCCCGGACGGCCGCCCTCAGCCCCCCAGACAGACCCCAGGGTC
TCCAGGCAGGGTCCGGCATCTCCAGGGGCAGCAGGCTCACCACCACAGGCCCCCCAGACCCGGGTCTCGGCCAGCCGA
GCCGACCGGCCCCGCGCCGGGCGCCTCCTCGGGGCCAGCCGCCGGGGTTGGTTCTGCCCCTCTCTCTGTCCTTCAGAG
GAACCAGGGACCTCGGGCACCCCAGAGCCCCTCGGGCCCGCCTCCAGGCGCCCTCCTGGTCTCCGCTCCCCTCTTAGCC
CCGTTAAACCCAAAGAATGTCTGAGGGGAGCCACCCTCGGGGCCCAGGCCCCAGAGTCCAGAGGTCAGGGGCACCTCAG
GGTGCCTCCCCGGGTCCCAGGCCAGCCGGAGGGACCCCGGCAGCCCGGGCGGCCCCAGAGGCCGGTTCCTCGCCCCTT
CCCCGGGCTTCAGAGCCCAGGATGTCCCCCAGAAGGGACCCTAGGCGTCCCCTCTCCTCCCCTCCAGGCTCGAGCCTCT
CCCTCGCGGAGAGGGGCCTCTTTGGGCCCTCACGTCCAGCCCCACCGAGACCCGAGTGGCCC



Oligonucleotideos externos
GAGACCGAAGTGAAGTCCCTGGACCAGCCCGGCCCGGGCCCCCCGGTATCGGGCCAGAGGTA

AGTGGACTTTAATTTTTTCTGCTAAGCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACACTACACACAC
CCACCCGTCTCAGGGTCCCCTCGGACAGCTCCTAAGAAGGCACC

Oligonucleotideos internos
GCCAGAGGTAAGTGGACTTTAATTTTTTCTGCTAAGCCCAACACTCCACCACACCCAGGCACACA

CTACACACACCCACCCGTCTCAGGGTCCCCTC
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