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LISTA DE ABREVIATURAS

HPV = Papilomavirus Humano

LCR = Long Control Region

El, E2, E4, E5, E6 e E7 = Genes daregido Early (Precoce) dos HPV's
L1elL2=Genesdaregido Late (Tardia) dos HPVs

EGF = Fator de crescimento epidérmico

pRb = Proteina do Retinoblastoma que atua no controle negativo do ciclo
celular

RB = Gene que codifica para a proteina pRb

p53 = Proteina de 53kDa pro-apoptotica

TP53 = Gene que codificaparaa proteina p53

E2F = Fator de transcricéo E2F

HDAC 1 e 2 = Desacetilases de histona 1l e 2

LXCXE = Motivo existente nas proteinas E7 dos HPV s que permite
ligacdo com a pRb

CDK = Quinase dependente de ciclina

TNM = Tumor Nodulo Metastase



1. Introducéo



1. INTRODUCAO

Os papilomavirus sBo um grupo de virus pertencentes a familia
Papillomaviridae, com capsideo protéico e auséncia de envelope. Possuem cerca de 55
nm de didmetro, smetria icosaédrica e um genoma circular de DNA dupla fita. Séo
dtamente hospedeiro-especificos e tecido-especificos, gpresentando tropismo por células
epitdiais (Howley, 1996; Cheah et d., 1998; Syrjdnen et d., 1999; Menzo et d., 2001).
Os papilomavirus humanos (HPVS) sdo os membros mais estudados dessa familia, com
mais de 100 tipos identificados a€ o momento. Todos os tipos sfo edritamente
epiteliotropicos e, segundo o loca de infeccdo, sdo subdivididos em cutédneos (quando
presentes na camada superficid da pele) ou de mucosas (quando presentes nas nucosas
anogenitd ou orofaringea). Infecgdes causadas pelos HPVs de mucosa podem levar a0
desenvolvimento de lesdes benignas proliferativas como verrugas comuns, plantares e
genitais, Ultimas conhecidas como papiloma venéreo ou condiloma acuminado. Até
o inicio do sfculo XX, acreditava-se que as verruges genitais eram uma forma de dfilis
ou gonorréia. Apenas em 1907 foi estabelecida a natureza viral dessas verrugas, pda
inoculagdo de seus filtrados na pele e indugdo posterior de papilomas. Além de lesbes
benignas, certos tipos de HPVs de mucosa sfo capazes de persdir e levar a progressao
de lesBes pré-mdignas a carcinomas invasvos, especidmente na genitdia humana (Reid
et a., 1987; McKaig et d., 1998; zur Hausen, 2000; McMurray et d., 2001; Nebesio et
al., 2001).

O materid genético desses virus esta contido em uma Unica molécula
de DNA circular dupla fita composta por agproximadamente 8000 pares de bases
empacotada em um capsideo protéico. O genoma divide-se em trés regifes e contém
oito genes gue estdo presentes na regido precoce (Early) e naregido tardia (Late), ambas
responsaveis por 40 e 50% de todo o materiad genético, respectivamente, separadas por
uma sequéncia regulatoria ndo codificadora (Long Control Region — LCR) (zur Hausen,
1996; McKaig et a., 1998). Essa Ultima, de apenas 500 a 1000 pares de bases, contém a
origem de replicacéo de DNA e as seqiéncias que regulam a expressio génica as quas

se ligam fatores protéicos transcricionais celulares e virais (Chan et d., 1989; McBride



et a., 1991; Howley, 1991; Nebesio et a., 2001). A regido precoce contém seis genes
denominados E1, E2 e E4-7, cujos produtos estédo envolvidos no controle da transcricéo
e da replicacdo do DNA. Os genes da regido tardia, L1 e L2, codificam duas proteinas
estruturais do capsideo, de 55 e 70kDa (Figura 1) (Baker et al., 1987; zur Hausen, 1996;
Flaitz et a., 1998; McKaig et d., 1998; Syrjanen et d., 1999; Wong et d., 2000).

As proteinas mais estudadas da regido Early sdo aE5, aE6 eaE7. A
proteina E5 é uma proteina hidrofébica de 84 amino&cidos, preferencidmente
encontrada no complexo de Golgi e na membrana plasméica da céula hospedera
Forma complexos com uma gama de proteinas transmembréanicas, como o receptor para
o faor de crecimento epidérmico (EGF) e o receptor do fator de crescimento 3
derivado de plaguetas. Liga-se a proteinas do complexo de juncdo gap, como a proteina
ATPase associada a membrana, possui baixa capacidade de transformacéo e é expressa
em infecches produtivas, atuando na expanséo inicid de um done cdular infectado (zur
Hausen, 2000; McMurray et d., 2001).

A proteina E6 tem 151 aminoéacidos e dois dominios do tipo dedo de
zinco. Embora pequena, induz muitas modificagbes importantes na célula hospedeira,
gpresentando  efeito  antigpoptotico. Para isso interage e induz a degradacéo das
proteinas pro-apoptoticas Bak e p53. Leva também a dteragdo da transcricdo de genes
ceulares pela sua ligagdo com CBP e p300, a divacdo da tdlomerase e a
desestabilizacdo cromossdmica, dém de aumentar a integracdo de DNA estranho ao
genoma ceular (zur Hausen, 2000; McMurray et d., 2001).

A proteina E7, que também gpresenta atividades transformantes, contém 98
amino&cidos, com sitios de fosforilacdo para caseina quinase |1 nos residuos 31 e 32 e
um dominio dedo de zinco entre os aminoécidos 40 e 98. Ja foram descritas véias

interactes entre E7 e proteinas celulares, como fatores que
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Figura 1. Organizacdo do genoma do HPV- 16 e fungdes de cada proteinaviral.



regulam o crescimento cdular, especidmente agueles que auam na transicdo de G1 a
fase S da mitose. Sua ligacdo a proteinas da familia Rb (pRb, pl07 e pl30), a
desacetilases de histonas (HDAC), a quinases dependentes de ciclinas (CDKS) e seus
inibidores e a cicinas E e A induz a proliferacd cdular, a imortdizacédo e a
transformacdo. A E6 e a E7, em conjunto, S0 capazes de imortaizar queratindcitos e
induzir a sintese de DNA em cdulas quiescentes, sendo necessxrias e suficientes a
imortdizacd cdular, embora insuficientes a0 desenvolvimento do fendtipo madigno
(Baker et a., 1987; Munger et d., 1989; Syrjdnen et d., 1999; zur Hausen, 2000;
McMurray et d., 2001).

Até o momento, ja foram descritos mais de 100 tipos de HPVs. A
classficacdo dos diferentes tipos de HPV é feita com base na homologia das sequéncias
de DNA nos genes L1, E6 e E7. Por definicdo, qualquer tipo de HPV apresenta menos
de 90% de homologia com outros previamente identificados e sequenciados. Os
subtipos, por outro lado, tém 90 a 98% de semelhanga entre § e os virus variantes
mostram mais de 98% de homologia. (Bernard et a., 1994; Nebesio et al., 2001). Os
HPVs também sfo classficados como de dto ou de baixo risco de acordo com seu
potencial ce induzir lesdes malignas. Os de baixo risco, comuns em lesdes benignas mas
raros em malignas, compreendem os tipos 6, 11, 13, 32, 34, 40, 42, 44, 53, 54, 55 e 63 e
os de dto risco, que estdo associados a varios tumores maignos, incluem os tipos 16,
18, 31, 33 e 35. Os HPVs 39, 45, 51, 52, 56, 59 e 61 também sdo encontrados em
displasas e lesbes mdignas, porém menos freglientemente (Bernard et d., 1994; zur
Hausen, 1996; McKaig et a., 1998; Mufioz, 2000; Nebesio et al., 2001).

Os HPVs 16 e 18 sio ligados a0 desenvolvimento de carcinomas
cervicals, sendo encontrados em gproximadamente 70% e 9% desses tumores,
respectivamente. A prevaléncia de infecgdes por HPVs de ato risco € maior entre
mulheres com até 30 anos e sexuamente ativas. Ao contr&io, a presenca dos HPVs 6 e
11 edtd associada a lesbes benignas, como o condiloma acuminado, a papilomatose
laringea e a neoplasa intragpitelid cervicd de baixo grau, que dificilmente progridem
para processos malignos (Lorincz et d., 1992; Steenbergen et d., 1995; Chaouki et d.,
1998; Wong et d., 2000; Gillison et a., 2000; Nebeso et a., 2001; Chan et d., 2002).



Dado que a divisio em grupos de ato e baixo risco é decorrente dos resultados de
esdudos em neoplasas cervicas, € possive que classficacdo sga diferente para
tumores de outros locais do organismo (McKaig et al., 1998, Josefsson et a., 2000;
Zehbe et ., 2001).

Na maioria das infecges virais na espécie humana, 0 Sstema imune
gera respostas celulares e humorais com anticorpos especificos e eimina o agente vird.
No caso do HPV, as respostas soroldgicas sdo lentas e gpenas 50% dos individuos
infectados desenvolvem anticorpos especificos ao capsideo, provavelmente devido ao
fao das suas proteinas gpresentarem baixos nivels de expressio e ndo serem
reconhecidas pelo sistema imune. Nas infecches persgtentes, o virus incorpora-se ao
genoma humano, podendo comandar a maquinaria ceular do hospedeiro responsavel
pelaregulacdo da proliferacéo norma (Flaitz et a., 1998; Bosch et d., 2001).

Nas lesbes benignas, o DNA vird encontrase principdmente na
forma intranuclear e extracromossomal, ou sga, epissomd. Nesse caso, a particula vird
duplica-se sincronicamente com a célula hospedeira. Nas lesdes mdignas, ao contrério,
héa perssténcia e integracd do HPV a0 materid genético da cdula A integragdo é um
evento essencid no processo carcinogénico e é encontrado em até 70% das cdulas
metastéticas (Durdt et d., 1985; Cheah et al., 1998; Syrjdnen et a., 1999; McMurray et
a., 2001). Essa integracd0 parece ocorrer a0 acaso porém € preferenciamente
locdizada proxima a protoncogenes, genes supressores e sitios frégeis. Pode s,
portanto, um evento atamente mutagénico se interromper um gene supressor de tumor
ou inseir sequéncias reguladoras de transcricdo vira ao lado de um protoncogene,
como o c-myc e o N-myc, o que ja foi observado em carcinomas genitais (Steenbergen et
a., 1995; Badaracco et d., 2000). Embora a integracdo vira ndo ocorra em nenhum
locd especifico do genoma humano, ela segue um padréo caracteristico, que resulta na
expressio descontrolada de E6 e E7, aumentando a ingtabilidade gendmica da cdula
hospedeira (Sang et d., 1992; McKaig et d., 1998, Wong et al., 2000; Nishikawa et 4.,
2000; Sisk et a., 2000; Venuti et a., 2000; Ferenczy et a., 2002; Munger, 2002).

Os HPVs de dto risco podem induzir anormaidades pela interagcéo de
suas proteinas E6 e E7 com proteinas do circuito regulatério do ciclo celular, como a



p53 e a pRb, respectivamente. (Faitz et d., 1998; McKaig et a., 1998; zur Hausen,
2000; Bosch et a., 2001). O produto do gene RB € um regulador negativo do
crescimento celular que, em sua forma hipofosforilada, bloquela a progresséo do ciclo
nas fases GO/GL, ligando-se ao fator de transcricdo E2F e inibindo, assm, sua funcéo.
No find de G1, a pRb é fosforilada principdmente pelos complexos ciclinaD-CDK4 e
ciclinaE/CDK?2 e libera E2F, permitindo sua atuacdo na transcricdo de genes envolvidos
na sintese de DNA. A pRb mantém-se fosforilada até o inicio da fase M, quando passa
novamente para o estado desfosforilado (zur Hausen,2000; McMurray et a., 2001).

As proteinas E7 dos HPVs de dto risco apresentam o motivo LXCXE
entre 0s amino&cidos 22, 24 e 26 e um ditio na regido carboxil-termind, que sfo
necessarios para sua interacdo fisca com a pRb. Outras proteinas celulares que também
% ligam a pRb possuem ese motivo LXCXE ou motivos relacionados, incluindo a
ciclina D1, faores de transcricdo da familia AP-1, as HDACL e 2 e a BRGL. A regido
LXCXE da E7 liga-se a uma dca hidrofébica da pRb, dtamente conservada entre as
proteinas homodlogas a pRb, como a p107 e p130, incluindo aguelas de outras espécies.
A E7 dos HPVs de dto risco aua de manera smilar aos complexos ciclina
D,E/CDK24, levando a fosforilacdo da pRb, com conseqlente liberacdo de E2F e
aumento de dividade proliferativa (Figura 2). A E7 dos HPVs de baxo risco, ao
contrario, tém baixa afinidade pela pRb devido a uma troca de aminoacidos no residuo
20 e, por esse motivo, menor capacidade de trandformacdo (Helin et d., 1993; Munger
et d., 1989, Sdlers et d., 1997; McKaig et d., 1998; Chan et d.,2001; Dong € d.,
2001; McMurray et al., 2001).

As proteinas E6 dos HPVs de dto risco, por outro lado, aivam a tdomerase, uma
enzima responsvel pela regeneracd de seqUéncias  cromossdmicas  teloméricas,

processo esse caracteristico de cdulas embrionarias
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ou neoplasicas. Além disso, formam complexaos com as proteinas supressoras de

tumor Bak e, mais comumente, p53, 0 que resulta em degradacdo dessas proteinas pela
ubiquitinizacdo, desregulacdo do ciclo cdular e ingabilidade gendmica A p53 é
expressa em reposta a condicbes de estresse celular, como radiacdo UV, hipoxia ou
infeccdo vira, estimulando a expressio de genes envolvidos no controle do ciclo
celular, como o inibidor de CDK p21, e conduzindo a célula a gpoptose. A E6 pode
bloquear o controle celular redizado pela p53 mantendo-a no citoplasma e assm
bloqueando sua passagem a0 nicleo ou, entdo, interagir com a p53 e promover sua
degradacdo. A inativacdo de p53 por um desses mecanismos inibe sua habilidade de
edimular ou reprimir a transcricdo de genes cdulares avo (Figura 3) (Scheffner et d.,
1990; Scheffner et d.,1991;, McKag et d., 1998, Summersgill et d., 2000; zur Hausen,
2000; McMurray et a., 2001).

O seguestramento da p53 e da pRb e a consequiente perda de regulacéo
do ciclo cdular parecem, entéo, condituir o ponto centrad do efeito oncogénico dos
HPVs. Assm, é razoavel supor que a inativacdo dos genes TP53 e RB por outros
mecanismos, como mutagcdo em ponto e delecles, deve ser necessaria NOS Processos e
madignizacdo sem infeccdo peo virus. Redmente, estudos epidemioldgicos mostram
qgue ha uma rdacdo inversa entre infeccdo pedo HPV e mutagbes em TP53 em
cacinomas cervicas. Os tumores HPV negativos apresentam maor nimero de
mutagcbes no gene TP53 e agudes tumores com 0 genoma vird integrado ao genoma
ceular gpresentam TP53 no estado selvagem (Crook et a., 1991; Jko et a., 1994).
Esses dados indicam que dteracBes na fungdo do gene TP53 tém grande participacéo no
processo carcinogénico. Na presenca de HPVs de dto risco, a perda da atividade
apoptética de TP53 ocorre pela formacdo do complexo com E6, levando a degradacdo
da proteina. Na auséncia do virus, a inativacdo de TP53 ocorre por mutagdo estrutural
ou reguladria ou perda délica Em tumores com HPVs de risco intermediario, cuja
capacidade de transformacdo € menor que a dos HPVs de dto risco, ha uma dta
incidéncia de mutagbes em TP53, provavdmente como um efeto auxiliar na

carcinogénese. Portanto, o seqliestramento de p53 por E6 é andogo ainativacio



Ty

I‘-'l..".lll\l"‘l
54 normal
- P
il I: D

= o=@

p53 mutado

Ligagao da E&

> >

Fonte www.baclessefr/.../7-carcino-virde Virde-6.htm

Figura 3. Mecanismos que envolvem a proteina p53 no ciclo cdular.



por mutagcdo (Scheffner et a., 1990; Vogeden et d., 1992, Chen et d., 1994;
Greenblatt et d., 1994; Kim et a., 2001).

Nos Ultimos anos, tém surgido evidéncias de que determinados
polimorfismos genéticos estéo relacionados com uma maior susceptibilidade ao cancer.
O fato de gpenas uma fracdo das mulheres infectadas pelo HPV manifestar carcinoma
cervica indica que o virus, apesar de ser importante, ndo é sUficiente para a
tranformacdo cdular e devem exidir cofatores na etiologia do tumor. EStudos
moleculares revdlaram um polimorfismo do gene TP53 que resulta na presenca de uma
prolina (p53pro) ou de uma arginina (p53arg) na posicéo correspondente ao cddon 72,
no exon 4 (Figura 4) (Matlashewski et a., 1987; Summersgill et d., 2000; Klug e 4d.,
2001). Essas duas variantes polimorficas diferem entre s bioquimica e biologicamente e
parecem ndo ser susceptiveis a degradacdo mediada por E6 na mesma intensdade. A
proteina E6 dos HPV's de dto risco € mais efetiva na degradacéo de p53arg que p53pro
in vitro; por outro lado, a E6 dos HPVs de baixo risco € menos eficiente na nibigéo de
p53arg e € inativa com p53pro (Thomas e d., 1999). Por esse motivo, esse
polimorfismo vem sendo investigado como marcador genético para O risco de cancer
cervicd. Embora exisam controvérsas, aguns estudos indicam que o risco de
desenvolvimento de carcinoma cervica positivo para HPV de dto risco é aé sate vezes
maor em mulheres homozigotas paa o0 ddo agnina em rdacdo a mulheres
heterozigotas (Helland et d., 1998; Josefsson et d., 1998; Minaguchi et a., 1998;
Storey et a., 1998; Klaes et d., 1999; Madeleine et a., 1999; Muriioz et a., 1999; Riou
et a., 1999; Tachezy et d., 1999; Makni et al., 2000; Nishikawa et d., 2000; Andersson
et a., 2001; Gustafsson et d., 2001; Klug et ., 2001, Zehbe et d., 2001; Humbey et d.,
2002).

Os dados acima ilustram gpenas dguns aspectos dos mecanismos envolvidos no
processo tumorigénico relacionado com os HPVs Extensos estudos epidemiol 6gicos
confirmaram o pape crucid desses virus no carcinoma cervicd, assm como nos
cacinomas and, periand, vulvar e de pénis (Waboomers e d., 1994; Bosch e d.,
2000; Nebesio et d., 2001). Também vem sendo observada a
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relacdo dos HPVs com lesBes benignas e maignas de outros sitios anatdbmicos, como
nos carcinomas espinocelulares de pele, colon e cabeca e pescogo (Lutzner et d., 1982,
Syrjdnen et a., 1983a Syrjdnen et a., 1983b; Syrjdnen et a., 1983c; Loning e 4.,
1985; Naghashfar et a., 1985; Pfister et a., 1985; Gogusev et d., 1986, de Villiers et
al., 1986a de Villiers et d., 1986b; Loning et d., 1987; Snijders et d., 1994; Lindd et
al., 2001; O’ Connor et d., 2001; Sayhan et a., 2001; Giovanndlli et d., 2002).

O carcinoma espinocelular de cabega e pescoco € uma das neoplasias
mais comuns, com taxas de mortalidade mundiais que atingem aé 20/100 mil habitantes
e fregliéncia correspondente a 6% dos casos de cancer diagnogticados anuamente no
mundo todo. No Brasil, as estimativas recentes disponives referem-se apenas ao cancer
de boca, com valores superiores a 10.000 novos casos e 3.000 mortes para 2002
(Minigtério da Salde INCA/PRO-ONCO, 2002). Os sditios anatbmicos que estéo
incluidos nesse grupo de tumores condituem a cavidade ora, a nasofaringe, a
orofaringe, a hipofaringe e a laringe (Landis et d., 1998; Klussmann et a., 2001; Mork
et a., 2001). O seu desenvolvimento, do mesmo modo que em outras neoplasias, € um
processo de mdltiplos passos, nNos quais a exposicdo a carcindgenos € seguida de
mutagOes genéticas que iniciam dteragbes histopatologicas epitdiais amplas ha mucosa
do trato aerodigestivo superior (Cdifano & a., 1996; Piffko e al., 1998). Muitas dessas
mutagOes refletem a natureza de adutos e lesdes no DNA causados pela atuacéo de uma
substancia mutagéni ca especifica (Minamoto et al., 1999).

No grupo de tumores de cabeca e pescoco, 0s dados epidemiol 6gicos
goontam paa exposcdes ambientals como o0s principais faores de risco de
transformacéo mdigna. O consumo de tabaco, concomitante ou ndo ao acool, é o
principd fator de risco. Contudo, apesar de um grande nimero de individuos estar
exposto a esses fatores, apenas uma parcela desenvolve carcinoma de cabega e pescogo.
Da mesma forma, cerca de 20% dos tumores ocorre em ndo usuarios de tabaco e dcool.
Esses dados sugerem a presenca de outros fatores de risco. A susceptibilidade genética e
as infecgbes por herpesvirus, papilomavirus e Epsein Bar virus tém dSdo referidas
como cofatores nesse processo (Galo et a., 1996; Sorensen et d., 1997, McKaig et d.,
1998; Flaitz et d., 1998; Gillison et d., 2001; Lindd et a., 2001; Miller et d., 2001).



Como citado anteriormente, a infeccdo por HPV de dto risco esta associada a cerca de
80% dos casos de tumores de colo de Utero (McKaig et al., 1998; Smith et a., 1998).
Entre esses, um grande nimero gpresenta 0 mesmo tipo de HPV na cavidade ord,
sugerindo que, ap0s uma infeccdo genitd primaria, outras mucosas podem  ser
infectadas. Além diso, exisem relatos de mulheres com carcinomas cervicas e de
cabeca e pescoco concomitantes e postivos para 0 virus, demongtrando uma possivel
susceptibilidade sistemética aos efeitos carcinogénicos dos HPVs (Premoli et d., 1998;
Gostout et al., 2002).

O fao de haver uma prevaéncia da infecco vird em estégios pré-
madignos e inicias dos tumores, dém de um longo periodo de persséncia entre a
infeccdo e o diagnégtico do carcinoma ord, conta a favor de que o HPV isoladamente
ndo é suficiente para a trandormacdo madigna e modificagdes cdulares adicionais
devem ser necessarias (Steenbergen et al., 1995; Badaracco et al., 2000; Wong et d.,
2000; Gillison et d., 2000; Sisk et a., 2000; Gillison et d., 2001; Mork et d., 2001; van
Houten et d., 2001). A mesma explicacdo € dada para o fato de muitas mulheres serem
podtivas para HPV, mas gpenas uma minoria ddas manifestar o carcinoma cervica.
Nesses casos, a atuacdo de outros fatores, como 0 uso prolongado de contraceptivos
orais, resposta do sigema imunologico, infecgdes por Chlamydia e herpesvirus 2,
susceptibilidade genética e exposicdo a carcindgenos deve ser requerida para a
carcinogénese (Chaouki et d., 1998; Ylitdo et d., 1999; Bosch et a., 2000; Kjellberg et
al., 2000; Sisk et al., 2000).

Cerca de 40 a 52% dos casos de carcinomas espinocelulares de cabeca
e pescoco exibem dteracBes no gene TP53, cujo espectro de mutagdes é semelhante ao
de outros tumores com fatores de risco smilares, tais como os de esdfago e os de
puméo, refletindo os efeitos da exposicdo aos mesmos carcindgenos (Olshan et d.,
1997; Minamoto et d., 1999; Gillison et d., 2000; van Houten et a., 2001). Em relacdo
a0 HPV, 21 a 47% do total de casos de lesdes malignas de cabeca e pescoco séo
infectadas pelo virus. Em 40 a 90% dessas lesbes € encontrado o HPV 16, seguido pelo
tipo 18, presente em aproximadamente 12% dos tumores. Em uma pequena

porcentagem das amostras, ha coinfeccdo pelos tipos 16 e 18 ou por outro tipo (Scholes



et a., 1997; Koh et a., 1998, McKaig et a., 1998; Riethdorf et a., 1998; Badaracco et
a., 2000; Gillison et a., 2000; Ssk et d., 2000; van Houten et d., 2000; Venuti et d.,
2000; Klussmann et a., 2001, Scully, 2002). A presenca do virus nesse grupo de
tumores também estd associada a fatores de risco semelhantes agueles dos carcinomas
carvicas, entre ees, inicio precoce da atividade sexud, mulltiplos parceiros sexuas e
histéria de verrugas genitais (Schwartz et d., 1998; Gillison et a., 2000; Mork et 4a.,
2001, Scully, 2002).

A ocorréncia do virus € diferente em cada Sitio anatdmico. Na
cavidade ord, a sua presenca varia entre 24% a 72%,; ja nas lesbes de laringe, a variacdo
€ de 20 a 48%. Porém, os dados mais expressvos referemrse a carcinomas de
orofaringe, que exibem infeccdo em 45% dos casos, sendo as tondlas a regido
preferencidmente infectada, com postividade em 41 a 58% dos casos (Gillison et d.,
2000; Smith et d., 2000; Klussmann et a., 2001; Miller et a., 2001; Morshed et 4d.,
2001; Jacob et al., 2002; Nagpal et a., 2002; Strome et al., 2002)

Existem agumas hipoteses para explicar a rdlacdo do HPV com a &ea
tonsilar. A infeccdo vird pode ser facilitada pela estrutura anatdmica especifica desses
orgaos. Redmente, as tondlas exibem invaginagbes profundas da supefice,
denominadas criptas tonsilares, que poderiam facilitar 0 acesso as clulas basas e a
edimulacdo de antigenos. O tecido presente € um epitlio em monocamada, mas
sensivel a infecgBes que um epitdio edratificado. Além disso, a presenca de tecido
linféide pode afetar a transcricdo vird e a transformacdo celular (Franceschi et 4.,
2000; Klussmann et d., 2001).

As lesdes mdignas da orofaringe goresentam mas freqUentemente
origem basaldide, sfo indiferenciadas, com peguena taxa de mutacéo de TP53 e estéo
menos associadas a0 consumo de tabaco e dcool (Franceschi et d., 2000; Gillison et d.,
2000). Foi observado também um aumento de sobrevida dos pacientes com tumores de
orofaringe HPV postivos, a maioria peo HPV tipo 16. A explicagdo mais adequada
para esse fato € que tumores HPV positivos, por estarem menos associados a exposi¢goes
a fumo €ou dcool, tendem a ser locdizados em um Unico foco e 0 processo de

cancerizagd0 de campo ndo ocorre. Por esse motivo, esses pacientes S50 menos



susceptivels a tumores sincronicos em outros locais do trato aerodigestivo superior, 0
que afeta podtivamente a taxa de sobrevida (Cao et a., 2000; Smith et d., 2000;
Friedand et d., 2001; Kaya et d., 2001; Klussmann et a., 2001; Lindd et d., 2001,
Schwartz et a., 2001).

Muitos dados da literatura indicam a presenca do HPVs em amosiras
de cavidade ord de individuos saudaveis. Entretanto, os vaores variam muito, atingindo
de 0 a 100%, com a maioria das taxas observadas em torno de 5 a 20%. Nas amostras
postivas, os HPVs mais freqlientemente encontrados sio os tipos 16 e 18, sugerindo
gue a infeccdo persstente é muito comum e precoce no processo neoplasico (Sugerman
et a., 1997, McKaig e a., 1998; Tera et d., 1999; Smith et a., 2000; Miller et d.,
2001; Mork et d., 2001; Summersgill et a., 2001; Giovanndli et d., 2002; Strome et
a., 2002). Uma reviso da literatura indica que a probabilidade de detectar o HPV em
carcinomas orais € 4.7 vezes malor que em mucosas orais hormais. Do mesmo modo, o
risco de infeccdo € até trés vezes superior em lesbes pré-cancerosas que em individuos
normais e as infeccOes pelos tipos de ato risco ocorrem trés vezes mais que agquelas de
baixo risco, sendo os tipos 16 e 18 detectados em 30% dos casos (Miller et d., 2001).

Em dguns estudos, a porcentagem de amostras de carcinomas de
cabega e pescoco positivas para 0 HPV néo é expressiva e os vaores variam de 34 a
12,5% (Takano et d., 1997; Migud et a., 1998; Lindeberg et al., 1999; Sand et 4d.,
2000). A explicagdo para achados pode estar na senshilidade do méodo
empregado. A hibridizagdo in situ ndo radiodativa tem baixa senshilidade, sendo capaz
de detectar gproximadamente 10 a 20 coOpias virais por cdula. A técnica da reacéo em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando iniciadores da regido L1 dos HPVs, detecta uma
copia viral em cada 100 células. Outro tipo de PCR, a nested PCR, é muito mais
sensivel, podendo identificar uma cdpia em aé 100 mil céulas (Vowles e d., 1997,
Hoffmann et d., 1998; Gillisonet al., 2001).

Além da metodologia, outros fatores também parecem estar
envolvidos na variacdo de resultados entre os laboratorios. Por exemplo, aguns
trabahos revelam diferencas de fregliéncias de infeccdo por HPV em lesbes benignas,
como papilomas respiratdrios, em grupos raciais distintos, 0 que sugere a participacdo



de caracteridticas genéticas na susceptibilidade a0 virus. Os méodos de coleta e a
preservacdo das amodtras € 0 pequeno nimero amostra podem ser fatores adicionals
aos baixos indices de deteccdo do HPV (Moore et d., 1999; Miller et d., 2001). O
estudo de grupos controles parece, entdo, importante e pode fornecer dados como a
prevadéncia de HPV em tecidos normais em grupos populacionas diferentes e o papd
de fatores de risco. Entretanto, os métodos de colheita de mucosa em pessoas saudaveis
ndo tém ddo padronizados e os resultados j& obtidos permanecem inconsigtentes. A
explicaco para esses achados inclui o tipo de células para andise, ora procedentes das
camadas mas superficiais ora da camada basal da mucosa (McKaig et a., 1998).

Em rdacdo a0 dgnificado clinico e progndstico da presenca ou
auséncia do HPV em carcinomas de cabeca e pescoco, os dados da literatura néo
permitem conclusdes definitivas. Os trabahos ndo mosram diferengas Sgnificativas em
rdacdo a tamanho da lesfo, comprometimento de linfonodos e grau histoldgico
(Almadori et a., 1996; Portugal et d., 1997; Riethdorf et a., 1998; Badaracco et d.,
2000; Sand et d., 2000; Gillison et d., 2000; Sk et d., 2000; Klussmann et d., 2001;
Lindd et d., 2001). Apesar da condtatacdo de maior sobrevida em pacientes com
tumores de orofaringe HPV positivos, afirmativa ndo € confirmada em carcinomas
de outros sitios de cabeca e pescogo, como da laringe e hipofaringe (Schwartz et d.,
2001).
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2. OBJETIVOS

Em funcdo dos dados divergentes sobre a presenca do HPV em
tumores de cabeca e pescoco e em individuos normais, seu significado clinico e relacbes
com outros fatores como o polimorfismo no exon 4 do gene TP53, o presente trabaho
teve como objetivos:

1. Investigar a presenca de HPV's de dto risco em amostras de DNA de mucosa
ord de individuos saudaveis fumantes e ndo fumantes e de pacientes com carcinoma
espinocelular de cabega e pescoco.

2. Avdiar o sgnificado biologico da infecc@o vird em lesdes de cabega e pescogo
comparando as frequéncias e tipos de HPVs em tecidos neoplasicos com aqueles de
tecidos normais procedentes de individuos saudaveis submetidos ou ndo a fatores de
risco.

3. Relacionar a presenca de HPV's com 0 sexo, a idade, o consumo de dcool e fumo
e com 0 gendtipo para o polimorfismo no codon 72 do gene TP53.

4. Investigar a presenca de polimorfismos no codon 72 do gene TP53 em individuos
saudaveis e em amodiras de tumores e avdiar seu papel no processo neoplasico.

5. Identificar quais os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento dos tumores

de cabeca e pescoco.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O materid estudado compreendeu, iniciamente, do DNA de amostras
frescas de 67 tumores de cabeca e pescoco e de mucosa ord de 164 individuos
controles. Entretanto, dgumas amostras ndo obtiveram sucesso na amplificacdo pelos
primers do gene TP53, sendo excluidas do presente trabalho. Assm, foram andisadas
amostras frescas de 50 tumores de cabeca e pescoco e de mucosa ord de 142 individuos
controles.

Amostras frescas de tumores de cabeca e pescoco

As amostras de tumores de cabega e pescoco utilizadas neste trabaho
foram cedidas pelo Ingtituto Arnaldo Vieira de Carvaho, Séo Paulo, e pela Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto, SP. Os dados referentes a diagnostico e
edadiamento foram encaminhados pelos médicos responsavels, dém  dagueles
referentes a sexo, idade e consumo de dcool e fumo (Tabela 1).

Amodiras de mucosaord

As amosras de mucosa ord foram obtidas de 60 individuos néo
fumantes e de 82 individuos fumantes. Além dos dados referentes a consumo de fumo e
acool, agueles relaivos a sexo, idade, tipo de dimentacdo, exposicdo a raio X e histéria
de cancar na familia também foram incluidos em questionaio respondido pelos
participantes. Os dados dos 142 individuos controles, fumantes e ndo fumantes, estéo
gpresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. As amostras foram fornecidas por
dentistas da Faculdade de Odontologia da UNESP de Aracatuba e de clinicas
particulares da regido. Todos os participantes foram informados sobre os objetivos da
pesquisa e assinaram o termo de consentimento aprovado pelo CONEP/MS (Processo
n° 25000.049326/2000- 74).



Tabela 1. Caracterizagdo das 50 amostras de carcinomas espinocel ulares de cabega e pescogo quanto a idade
(anos), sexo (M=masculino, F=feminino), etnia (C=caucasbide, N=negro, M=mulato, O=orienta), exposicdo a
tabaco e dcool (P= postivo, N=negativo), sitio prim&io do tumor e classficacdo TNM (Tumor, Nodulo,
Metastase). ND= ndo disponivel.

Tumor Idade Sexo Etnia Fumo Etilismo Sitio TNM
T2 69 F C P P Orofaringe T4NOMO
T3 68 M C P P Lainge T4AN3M X
T6 59 M N P N Lingua T4
T7 59 M C P P Orofaringe TANOMX
T8 72 M C P N Lingua T2NOMO

T18 60 M C P P Orofaringe T4N1IMO
T21 75 F C P N Boca T2MONO
T22 45 M C P N Lainge T1bNOMO
T23 61 M C P N Orofaringe T4N2aM X
T31 80 M C P N Lainge T2NOMO
T35 74 M C P P Lainge T3N2bMO
T36 53 M C P P Lainge TINOMO
T38 65 F C N N Boca T2NOMO
T41 76 F C P P Boca T3NOMO
T43 70 F C ND ND Lingua ND
T52 56 M C P P Glote T4MOMO
T53 39 M C P P Palato mole T3NOMO
T58 63 M C P N Tonsila T3NOMO
T61 46 M C P N Seio piriforme T4AN2MO
T62 72 M C P P Glote T4NOMO
T63 70 M M P P Lingua T4N1IMO
T64 54 M C P P Pelve lingua T4N1IMO
T65 51 M C P P Palato mole T3N2MO
T66 55 M C P N Lainge T3NOMO
T67 51 M C P P Tonsila T4AN2BMO
T68 45 M C P P Lingua T4NOMO
T69 42 M C P P Supraglote TAN2AMO
T70 62 M C P N Lingua T3NOMO
T71 56 M ND P P Vdécula T4ANEAMO
T72 73 M C P P Lainge T4AN2BMO
T73 61 M C P P Pelve lingual T3NOMO
T74 67 F C P N Pelve lingual T3NOMO
T75 69 M C P P Glote T3NOMO
T76 51 M N P N Pelve lingua T3NOMO
T77 56 M C P P Transglote T4ANOMO
T79 58 F C P P Laringe T4NOMO
T80 74 F C P N Pelve lingual T4NOMO
T81 52 M M P P Pelve lingual T4N20MO
T82 57 M C P P Lingua T4N3MO
T83 54 M C P P Vadécula T4N20MO
T84 80 F C N N Lingua T3N2MO
T85 73 M o N N Face nasa T4NOMO
T86 54 M C P P Pelve lingua T4N20MO
T87 49 M C P N Palato mole T3N1IMO
T88 70 M C P N Pregavoca T3NOMO
T89 50 M C P N Vaécula T4N1IMO
T90 63 F N ND ND Fossa posterior ND
T91 50 F C P N Seio piriforme T2N2BMO
T92 68 M C P P Pelve lingua T2NOMO
T93 58 M C P N Pelve lingua T2NOMO




Tabela 2. Caracterizacdo dos 82 individuos controles fumantes quanto a idade (anos), sexo (M =
masculino; F = feminino), exposi¢co ao tabaco (T = tempo em anos e | = intensidade de cigarrog/dia) e ao
acool (P = nimero de porges/semana; A = abstémio; ND = ndo disponivel), freqliéncia de ingestéo de
frutas, verduras e carne (nUmero de porces/semana), histria de cancer nafamiliae raio X no dltimo ano.

Individuos  Idade Sexo Exposicao Frutas/Verduras Carne Historia Raio X
Tabaco  Alcool <5 35 <5 35 Boca Outros
T I P
F1 47 M 28 60 04 + +
F2 55 F 37 40 <1 + +
F3 33 F 25 40 <1 + + +
F5 59 M 43 40 <1 + + +
F6 61 F 28 10 <1 + + + +
F7 49 M 22 20 01 + + +
F8 65 M 48 20 <1 + + + +
F11 54 F 31 10 01 + + + + +
F12 60 M 30 20 <1 + + + +
F13 49 M 34 20 05 + +
F14 24 F 08 01 03 + + +
F15 49 F 30 20 <1 + + +
F16 58 F 44 20 A +
F17 47 F 31 20 A + + + +
F18 38 F 26 20 A + +
F19 44 F 26 20 04 +
F20 45 F 27 06 02 + +
F21 46 M 31 20 20 + +
F22 51 M 33 30 02 + +
F25 438 M 32 30 12 + +
F26 78 M 64 1 07 + +
F27 56 F 25 40 02 + + + +
F28 57 M 50 06 10 + +
F29 56 M 37 40 03 + +
F30 88 M 53 20 A + +
F31 56 M a4 10 10 + +
F32 65 M 51 40 02 + + + + +
F33 69 M 23 80 02 + + +
F34 vivg M 11 40 05 + + +
F35 70 M 52 20 20 + +
F36 53 M 38 20 A + + + +
F37 79 M 67 04 14 + +
F38 60 M 30 40 14 + + +
F39 72 M 65 01 07 + + +
F40 48 M 25 10 10 + +
F41 54 M 05 04 03 + +
F42 60 M 47 10 21 + +
F43 77 M 62 01 01 + +
F44 60 F 32 20 A + + + +
F45 48 F 27 03 A + +
F46 62 F 19 20 02 + + + +
F47 50 F 24 06 A + + +
F48 60 M 27 60 03 + + +
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Tabela 3. Caracterizacdo dos 60 individuos controles ndo fumantes quanto a idade (anos), sexo (M =
masculino; F = feminino), exposicéo ao dcool (P = nimero de porcdes/semana; A = abstémio; ND = néo
disponivel), freqiiéncia de ingestdo de frutas, verduras e carnes (nimero de porgdes/semana), histéria de
cancer nafamiliaeraio X no ultimo ano.

Individuos |dade Sexo Alcool Frutas/Verduras Carne Historia Raio X
P <5 35 <5 35 Boca Outros
NF1 29 M 4 + +
NF17 28 F 2 + + +
NF20 27 F 2 + + +
NF22 55 F 1 + + +
NF24 32 F <1 + + +
NF27 25 F <1 + + +
NF29 28 M 3 + + +
NF33 75 F A + + +
NF34 53 M 2 + + +
NF35 48 F A + + +
NF36 54 M A + + +
NF37 57 M 7 + +
NF38 49 F A + + +
NF39 57 M 2 + + +
NF40 77 F A + + + +
NF41 52 F <1 + + +
NF42 62 M 7 + + + +
NF43 49 M 3 + + + +
NF44 51 M <1 + + +
NF45 67 M 14 + + + +
NF46 55 M A + + +
NF47 52 M 1 + + +
NF48 71 F A + + +
NF49 55 F A + +
NF50 65 F 3 + + + +
NF51 53 F A + +
NF52 64 F A + +
NF53 63 F 1 + + +
NF54 55 F A + +
NF55 66 M 2 + + +
NF56 64 F A + + + + +
NF59 45 M <1 + + + +
NF60 35 M A + + +
NF61 30 M <1 + + + +
NF62 39 M A + + +
NF63 26 F 2 + + +
NF64 42 F A + + +
NF65 27 M 5 + + +
NF66 39 M 2 + +
NF67 31 M A + +
NF68 60 M 6 + +
NF69 47 M 5 + +
NF71 20 M <1 + + + +
NF72 38 F <1 + + +
NF73 36 M 10 + +
NF74 36 M 6 + + + + +
NF75 26 M 5 + + + +
NF76 45 M 8 + + + + +
NF81 62 F A + + +
NF82 52 F <1 + + + +
NF83 90 F <1 + + +
NF85 46 F 3 + + + +
NF87 73 M 3 + + +
NF88 43 F 3 + + + +
NF89 42 F A + +
NF90 65 F A + + +
NFo1 76 M 5 + + +
NF92 84 M 10 + + +
NF95 54 M 4 + +
NF96 52 F 2 + + +




3.2 Métodos
3.2.1 Extracéo de DNA
Extracdo de DNA apartir de tecido sdlido fresco

O protocolo de extracdo de DNA a partir de tecido fresco seguiu a técnica de
Sambrook et al. (1989) com modificagbes. O materid foi cortado em pequenos pedagos com a
guda de uma tesoura e colocado em tubo de centrifuga estéril contendo 2 mL de tampdo de
extracdo (Tris-Hcl pH8.0 10mM, EDTA pH8.0 1mM, NaCl 25mM). O tubo foi agitado por
inversdo e recebeu 10 nL de proteinase K (concentragéo final de 200ng/mL) e 100 nlL de SDS 20%
(concentracdo find de 05%). O materid foi homogeneizado e a midura foi mantida a 37°C em
banho-maria durante um periodo de 24 horas. Foram adicionados, entdo, 2 mL de fenol (saturado
com TrissHCI pH8.0) e o tubo foi invertido por 5 minutos, para homogeneizacd. Foram
adicionados 2 mL de cloroformio : dcool isoamilico (24:1), com pogerior homogeneizacdo por
mais 5 minutos. O tubo foi centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo e foi redizada nova lavagem do materid com cloroférmio : dcool isoamilico.
Para a precipitacdo de DNA, o sobrenadante recebeu 200 ni de acetato de aménio 3M
(concentracéo find 0,3M) e 5 mL de etanol absoluto gelado (concentragdo final 70%). O materid
foi homogeneizado e a precipitacdo ocorreu a -20°C por 24 horas. O tubo foi, entéo, centrifugado a
10.000 rpm por 20 minutos, com posterior descarte do etanol e secagem do DNA a temperatura
ambiente. O materid foi ressuspendido em 50 nl de tampdo de diluicdo (Tris-HCl 10mM, EDTA
1mM). O DNA foi, entdo, guardado a-20°C para posterior amplificacéo por PCR.

Extracéo de DNA a partir de mucosaora

O protocolo da extracdo de DNA a partir de tecido fresco seguiu a técnica de
Sambrook et al. (1989) com modificagdes. Os individuos selecionados lavaram a boca agumas
vezes com &ua. Em seguida, amostras de cdulas de um ou dois locais diferentes da boca foram
colhidas com espéulas previamente edteilizadas e embrulhadas individudmente em papd, que
foram imediatamente lavadas em sdina 0,9%. O materid foi centrifugado a 1.500 rpm por 4
minutos e o sedimento foi colocado em tampd@o de extracdo, seguindo O protocolo descrito acima

para as amosiras frescas de tumor.



3.2.2 Amplificacdo do DNA pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
Polimorfismo do gene TP53

A PCR paa andise do polimorfismo do gene TP53 no cddon 72 exon 4 foi
redizada utilizando-se dois pares de oligonucleotideos que amplificam um fragmento de 177 pb do
addo p53pro ou o fragmento de 141 pb do ddo p53arg (Figura 5). Em todos os experimentos foi
utilizado um controle negativo, sem DNA, para deteccdo de possivel contaminagdo, e um controle
positivo heterozigoto (arg/pro). Os produtos de reacdo foram aplicados em gel de poliacrilamida
75% e, apbs eeroforese, os fragmentos foram visuaizados por coloracdo com nitrato de prata
(Sanguinetti et al., 1994).

A sequéncia de bases dos iniciadores para deteccdo dos aeos arginina e prolina
est& descrita a seguir:

Aldo aginina

Primer p53+ (5 —3') TCCCCC TTG CCG TCC CAA

Primer p53 Arg (5 —3') CTG GTG CAG GGG CCA CGC

Aldo prolina

Primer p53 Pro+ (5" —3") GCC AGA GGC TGC TCC CCC

Primer p53 - (5 —3') CGT GCA AGT CACAGA CTT

A PCR foi desenvolvida em um volume find de 25 ni, contendo tamp&o PCR
Buffer 10x, MgCh 1,5mM, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2mM, iniciador p53+ ou p53 pro+
10 pmoal, iniciador p53arg ou p53- 10 pmol, 1 unidade de Tag DNA polimerase e DNA (cerca de
300ng). As condigbes de amplificagdo compreenderam uma primeira etgpa de 5 minutos a 94°C
para inativacdo de possiveis proteases e 24 ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturacéo do DNA, 1
minuto a 58°C (rimers do ddo arginind ou 55°C frimers do ddo proling) para andamento e 1
minuto a 72°C para extensi das cadeias, e um Ultimo ciclo com 7 minutos a 72°C para extenso
find.
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Fonte (adaptado): Storey et al, 1998.
Figura 5. Oligonucleotideos utilizados para amplificacéo dos ddos Arginina e Prolinado gene

TP53.



HPV

Na PCR para identificacdo do virus HPV, foram empregados os oligonucleotideos
GP5+/6+, que geram um fragmento de 150 pares de bases (Husman et al., 1995). Em todos os
experimentos foi utilizado um controle negativo, sem DNA, para deteccdo de possive
contaminacdo, e DNA das linhagens cdulares Hela, Caski ou Siha, gentilmente cedidas pela Profa.
Dra. Luisa Lina Villa (Indituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, SP), como controle positivo.
Os produtos de reacdo foram gplicados em gd de agarose 2% e os fragmentos foram visudizados
por coloracdo com brometo de etideo.

A sequiéncia de bases dos iniciadores GP5+/6+ esta descrita a seguir:

Primer GP5+ (5'- 3) TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
Primer GP6+ (5' - 3) GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATTC

A PCR foi desenvolvida em um volume find de 50 ni, contendo tampdo PCR
Buffer 10x, MgCh 3,5mM, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2mM, iniciador GP5+ 20 pmoal,
iniciador GP6+ 20 pmol, 1 unidade de Tag DNA polimerase e DNA (cerca de 300ng). As condigdes
de amplificacdo compreenderam uma primeira etgpa de 4 minutos a 94°C para inativacdo de
possiveis proteases e 39 ciclos de 1 minuto a 94°C para desnaturacdo do DNA, 1 minuto e 30
segundos a 40°C para andamento e 3 minutos a 72°C para extensio das cadeias, e um Ultimo ciclo
com 4 minutos a 72°C para extensdo final.

3.2.3 Tipagem dos produtosde PCR

Para tipagem do virus, foi utilizado o méodo de hibridizacdo em pontos (dot-
blot). Essa etapa do trabaho foi redizada no Indituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, SP, sob
coordenacd da Profa Dra Luisa Lina Villa O méodo bassia-se nos principios gerais de
hibridacdo com a peculiaridade de que o produto amplificado por PCR € agplicado num ponto da
membrana de nitrocdlulose ou nylon. A hibridagd ocorreu com oligonucleotideos especificos
tornados radioativos pela incorporagdo de P*? numa rescd que envolveu a T4 polinudeotideo-
quinase. Foram empregadas 14 sondas, correspondendo a 14 tipos diferentes de HPV's (Husman et
al., 1995). Em placas de Elisa, um décimo do volume de reacdo de PCR foi desnaturado com NaOH
1,6N e EDTA 0,1M. O materid foi pipetado sobre uma membrana de nylon gustada a uma placa de
acrilico (Dot-machine), submetida a vacuo e colocada sobre um papel de filtro para marcacdo das
posigdes das amostras. Seguiu-se a fixagcdo do DNA, expondo a membrana a luz UV, por 5 minutos.
A membrana foi colocada em uma garafa contendo solucdo de hibridacdo (6X SSC, 10X
Denhard'ts, SDS 0,5%, 200ng/mL de esperma de salméo desnaturado) e incubada por 1 a 5 horas a
55°C. Pogteriormente, foi adicionada a sonda radioativa a solucéo de hibridacdo e o materia foi

incubado por 12-18 horas a 55°C. As membranas foram, entdo, lavadas a temperatura ambiente



durante 10 minutos e duas vezes a 56°C por 10 minutos com uma solucéo de 2X SSC e 0,1% SDS.
Ao término desse procedimento, as membranas foram expostas afilmes deraio X por 12 a 24 horas.

As sondas que foram utilizadas no dot-blot sfo especificas para tipos de HPV de
alto risco (16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 56) e de baixo risco (6, 11, 34, 42, 54).



4. Resultados



4. RESULTADOS

4.1 Dados das amostr as estudadas

Amostras frescas de tumores de cabeca e pescoco

Neste estudo, foram andisadas 50 amosiras de tumores, destas, 11 foram
provenientes de individuos do sexo feminino (22%) e 39 de individuos do sexo masculino (78%).
As idades variaram de 39 a 80 anos, sendo a mediana 59,5 anos e a média 60,7 anos. Quarenta e
cinco pacientes referiram consumo de tabaco (93,8%) e, entre eles, 27 (60%) também de dcool. A
regido mais atingida foi aorofaringe, seguida pelalaringe (Tabda4).

Amostras de mucosa ora
No grupo controle, 142 amostras de mucosa ora foram procedentes de 60

individuos ndo fumantes e 82 de fumantes. Desses, 48 eram do sexo feminino (33,8%) e 94 do sexo
masculino (66,2%), com idades que variaram de 20 a 90 anos, sendo a mediana 51,5 anos e a média
50,5 anos (Tabda 5). Entre os fumantes, o tempo de consumo de fumo variou de um a 67 ancs
(média 27 anos), com intensidade de um a 80 cigarros por dia (média de 19,6 cigarrogdia, mediana
de 20 cigarrod/dia).

4.2 Extracdo de DNA e analise dosresultados

Extracdo de DNA
O DNA de todas as amodras de tumores e de mucosa ord foi extraido com

sucesso, embora com concentragao extremamente variada. Essa caracteristica esta relacionada com

aqualidade e a quantidade de materia coletado e com a experiéncia adquirida durante o processo.



Tabela4. Dados referentes a sexo, idade, exposi¢ao afumo e dcool e loca dalesdo de 50

paci entes portadores de carcinomas espinocel ulares de cabega e pescogo.

Parametros Grupos Tota de pacientes n (%)
Sexo Masculino 39 (78%)
Feminino 11 (22%)
|dade* 3 60 25 (50%)
<60 25 (50%)
Fumante Sm 45 (93,8%)
N&o 3(6,2%)
Etiliga Sm 27 (56,2%)
N&o 21 (43,8%)
Loca Orofaringe 18 (36%)
Lainge 13 (26%)
Cavidade ord 11 (22%)
Outros 8 (16%)

* |dade média do grupo = 60,7 anos

Tabela 5. Dados referentes a sexo, idade, histdria de cancer na familia, exposicéo recente
araio X e exposi¢éo ao fumo de 142 individuos controles.

Par@metros Grupos Totd de individuos n (%)
Sexo Masculino 94 (66,2%)
Feminino 48 (33,8%)
| dade* 350 76 (53,5%)
<50 66 (46,5%)
Histéria de cancer Sm 70 (49,3%)
Nao 72 (50,7%)
Exposico araio X Sm 60 (42,3%)
Nao 82 (57,7%)
Fumo Sm 82 (57,7%)
N&o 60 (42,3%)

* |dade média do grupo = 50,5 anos



Amplificacdo palareacio em cadeada polimerase (PCR)

Inicidmente, foram processadas 67 amosiras de carcinomas espinocelulares de cabeca e
pescogo, com sucesso de amplificacéo do exon 4 do gene TP53 em 50 (74,6%) destas, sendo as
demais excluidas do trabalho. Para o grupo controle foram processadas 164 amostras de mucosa
ord, das quais 142 (86,6%) amplificaram para 0 mesmo segmento do gene TP53, sendo as demais
excluidas do trabadho. A numeracdo das amostras controle e de tumor seguiu a ordem de colheita
e/ou recebimento, porém estéo apresentados os dados apenas daguelas com sucesso nas reacdes de
PCR.

A andise da fregliéncia de distribuicdo dos gendtipos dos individuos estudados revelou 52%
Arg/Arg, 32% Arg/Pro e 16% Pro/Pro no grupo dos tumores. JA no grupo dos controles, as
frequiéncias foram 50% Arg/Arg, 43% Arg/Pro e 7% Pro/Pro (Tabela 6, Figuras 7 e 8). A freguéncia
do aelo Arg foi 68% no grupo dos tumores e 71,5% no grupo controle (Tabela 7). Quarenta e dois
pacientes (84%) e 132 controles (93%) apresentaram pelo menos um aelo Arg, independentemente
de serem Arg/Arg ou Arg/Pro. Por outro lado, 24 pacientes (48%) e 68 controles (47,9%)
apresentaram pelo menos um aeo Pro, independentemente da condicdo Pro/Pro ou Arg/Pro
(Tabdas8 e 9, Figura9).

As andises da presenca do HPV utilizando as técnicas de PCR com os primers
GP5+/6+ (Figura 10) e dot blot (Figura 11) mostraram uma prevaéncia do virus em 8 (16%)
tumores e em 15 (10,6%) controles (Tabela 10 e Figura 12). No dot blot, foram consderadas
podtivas as amodras com Sinais que goresentavam uma intenddade semehante ou maior que os
sinais das amostras controles para cada membrana. Entre os tumores positivos para o virus, 4 casos
(50%) eram da laringe, 3 casos (37,5%) eram da orofaringe e 1 caso (12,5%) era da cavidade oral.
Todos os casos de tumor foram postivos para 0 HPV 16. Ja no grupo controle, 13 (86,7%) das 15
amodtras infectadas pelo HPV foram postivas para 0 HPV 16. As duas amodiras restantes foram
positivas para as sondas dos HPVs 6/11 (amostra F72) e dos HPVs 51/45 (amostra NF66). Nesse

grupo, 12,2% dos fumantes e 8,34% dos nédo fumantes gpresentaram o HPV.
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Figura 7. Fotografia do gel de poliacrilamida 7,5% mostrando resultado de amplificacdo dos delos
Arginina (141 pb) e Prolina (177 pb) para amostras controles e de tumores. Linhas 1 e 7 - marcador
de 50pb, linhas 2 a6 — ddo argining, linhas 8 a12 — addo pralina
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Figura 8. Freqiéncia da digtribuicdo dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro em 50 tumores e
142 controles.



Tabela 6. Digtribuicao dos gendtipos em 50 tumores e 142 controles.

Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Tota

Tumores 26 (52%) 16 (32%) 8 (16%) 50
Controles 71 (50%) 61 (43%) 10 (7%) 142
Tota 97 77 18 192

Tabela 7. Digtribuicéo dos aelos em 50 tumores e 142 controles.

Arg Pro Total
Tumores 34 (68%) 16 (32%) 50
Controles  101,5 (71,5%) 40,5 (28,5%) 142

Tabela 8. Fregliéncia de individuos com tumor e controle com pelo menos um dedo arginina
(individuos Arg/Arg e Arg/Pro).

Arg Total
Tumores 42 (84%) 50
Controles 132 (93%) 142

Tabela 9. Fregliéncia de individuos com tumor e controle com pelo menos um aelo prolina
(individuos Pro/Pro e Arg/Pro).

Pro Tota
Tumores 24 (48%) 50
Controles 68 (47,9%) 142
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Figura 9. Freguiéncia de individuos com os delos Arg e Pro em 50 tumores e 142 controles.
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Figura 10. Fotografia do gd de agarose 2% mostrando resultado de amplificacdo da regido L1 dos
HPV's (150 pb) para amostras controles. Linha 1 — marcador 100bp, linhas 2 a 14 — HPV.



Figura 11. Autoradiograma da membrana apds hibridizagdo com sonda radioativa para HPV 16. A
setaindica o controle postivo.



Tabela 10. Positividade para o DNA do HPV em 50 tumores e 142 controles.

HPV
Tumores 8 (16%)
Controles 15 (10,6%)
Tota 23
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Figura 12. Freqgiéncia de amplificacéo para o virus HPV em pacientes com tumores e individuos
controles.



Andise edtatidtica
Para a andise dos resultados, foram utilizados tabelas de contingéncia e Testes de Qui-

Quadrado, Teste de Fischer, Teste T e Teste de Proporcéo, com intervalo de confianca de 95% e
Regressio Logisica Os vaores de p foram consderados edtatisticamente significativos quando p <
0,05.

A primera hipbtese a ser testada foi a possivd diferenca entre as frequéncias genctipicas e
ddicas entre os tumores e os controles. Entretanto, os grupos ndo mostraram diferenca significativa
quanto & fregiiéncia dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro (c? = 4,302, p = 0,116). Quando
comparada a frequéncia de individuos de cada um dos grupos que agpresentaram pelo menos um
addo Arg ou um ddo Pro, ndo houve evidéncias de que quaquer um dos dois dedos fosse mas
freqUiente no grupo dos tumores (p = 0,945 e p = 0,495, 95% IC).

Em rdacdo as freqléncias de postividade para o HPV em pacientes e individuos controle, ndo
houve diferenca etatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,174, 95% IC). Na andise dos
tipos de HPV encontrados, como o tipo 16 foi observado em 100% dos tumores positivos para o
virus e em 86,7% dos controles positivos, nd houve diferenca significativa entre esses achados (p =
0,121, 95% IC). Para avdiar quais fatores estdo associados a presenca do HPV, foram fetas
andises condderando a totalidade dos individuos (n = 192), independertemente de serem
portadores de carcinomas ou controles. Nesse caso, ndo foi possivel demonstrar qualquer relacéo da
presenca do HPV com idade (p = 0,30), sexo (p = 0,607), consumo de fumo (p = 0,215) ou de
dcool (p = 0,356). A Tabela 11 mostra as frequiéncias observadas para cada um desses fatores entre
osindividuos HPV negetivos e os HPV positivos.

Os resultados acima mostram que néo ha diferenca significativa entre o grupo dos tumores e o
grupo dos controles quanto a freqiéncia de gendtipos, ados, presenca do HPV ou de um tipo
especifico do virus. A presenca do HPV, por sua vez, ndo foi associada a idade, sexo, consumo de
tabaco ou dcool. Em funcdo desses achados, as andises seguintes ndo separaram 0s pacientes dos
controles.

Na andlise entre as amodiras HPV pogtivas e HPV negativas quanto a freqliéncia genotipica,
ngo houve diferenca significativa quanto & fregiiéncia dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro €2
= 2,852, p = 0,240), apesar de ndo terem sido observados individuos tanto HPV positivos como
Pro/Pro (Tabela 12 e Figura 13). Devido a esse fato, foi redizada a Andlise de Dependéncia, que
toma por clculo as diferencas nas freqliéncias de cada gendtipo entre amostras HPV postivas e
negativas. Como pode ser obsarvado na Figura 14, os individuos Pro/Pro estdo positivamente
associados a auséncia do HPV, com valor de p igud a 0,0097. Quando foi observada a distribuicdo
dos delos Arg e Pro entre as amostras HPV positivas e negativas, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos (p = 0,136 e p = 0,504, 95% IC) (Tabelas 13, 14 e 15, Figura 15).



Esses resultados mostram que a presenca do HPV ndo esta associada a nenhum gendtipo ou
aelo, mas que aausénciado HPV esta rel acionada ao gendtipo Pro/Pro.

Para cacular quais os fatores de risco para o desenvolvimento dos carcinomas de cabeca e
pescogo, foram avaliados a idade, 0 sexo (sendo 0 sexo masculino o par@metro escolhido, devido a
maior prevaéncia de pacientes deste sexo), consumo de fumo, consumo de acool, presenca do
HPV e o polimorfismo do codon 72 do gene TP53.

A andise de risco para tumor, considerando 0 gendtipo Arg/Arg como referéncia, mostrou que a
idade (p < 0,05, OR 1,07, 95% IC) e o fumo (p < 0,05, OR 16,16, 95% IC) sfo fatores importantes
no processo neoplésico, especidmente o fumo, que apresenta um risco de até 16 vezes maor ao
desenvolvimento dos carcinomas de cabeca e pescoco. Nenhum gendtipo indicou valor significativo
para risco ao tumor. O sexo masculino, apesar de ser mais fregliente nos pacientes, ndo apresentou
rsco a0 seu desenvolvimento (p = 0,335), assm como o HPV (p = 0,239). O dcool mostrou um
valor significativo para protegdo ao tumor (p < 0,05, OR 0,29, 95% IC), ao contrario do esperado
(Tabela 16) Devido ao inustado fato da protecdo do fator acool, foi feita a mesma andise
consderando-se 0s mesmos fatores acima mencionados, porém sem a presenca do dcool. A idade
(p < 0,05, OR 1,07, 95% IC) e o fumo (p < 0,05, OR 15,07, 95% IC) continuaram sendo fatores de
risco e o gendtipo Pro/Pro, por sua vez, mostrou una tendéncia para risco maior de tumor, porém o
vaor observado n&o foi dgnificativo (p = 0,072). O sexo (p = 0,801) e 0 HPV (p = 0417)

continuaram com vaores ndo sgnificativos (Tabda 17).



Tabela 11. Auséncia ou presenca do HPV e sua rdacdo com idade, sexo (F = feminino, M =
measculino), consumo de fumo e dcoal (N = negativo, P= positivo) nos individuos estudados.

HPV |dade Sexo Fumo Alcool
média
(anos) F M N P N P
HPV - 52,8 31,4% 68,6% 34,7% 623% 31,1% 68,9%

HPV + 55,6 26% 74% 21,7% 786% 21,7% 78,3%

Tabela 12. Distribuicéo dos gendtipos na auséncia ou presencado HPV nas amostras estudadas.

Gendtipos  Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Totd

HPV
HPV - 85 (50,3%) 66 (39%) 18(10,7%) 169
HPV + 12 (52,2%) 11 (47,8%) 0 23

Total 97 77 18 192
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Figura 13. Fregquéncia da distribuicdo dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro em 169 individuos
HPV negativos e 23 individuos HPV pogtivos.
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Fgura 14. Gré&fico da Andise de Dependéncia entre presenca ou auséncia do HPV (HPV_P = HPV
positivo, HPV_N = HPV negativo) e gendtipos (AA = Arg/Arg, AP = Arg/Pro, PP = Pro/Pro).



Tabela 13. Didribuicdo dos deos arginina e prolina na auséncia ou presenca do HPV nas amostras
estudadas.

Arginina Pralina Tota
HPV - 118 (69,8%) 51 (30,2%) 169
HPV + 17,5 (76%) 5,5 (24%) 23

Tabela 14. Freqiéncia de individuos com peo menos um ddo arginina (individuos Arg/Arg e
Arg/Pro) na auséncia ou presencado HPV nas amostras estudadas.

Argnina Tota
HPV - 151 (89,3%) 169
HPV + 23 (100%) 23

Tabedla 15. Fregiéncia de individuos com peo menos um ddo prolina (individuos Pro/Pro e
Arg/Pro) na ausénciaou presenca do HPV nas amostras estudadas.

Prolina Tota
HPV - 81 (47,9%) 169

HPV +  11(47,8%) 23
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Figura 15. Fregiiéncia de individuos com os aelos Arg e Pro em 169 individuos HPV negativos e
23 individuos HPV positivos.



Com a findidade de andisar 0 possivel risco associado ao gendtipo Pro/Pro em
conjunto com os outros fatores, foi feita a avaiagdo do risco de tumor utilizando 0s parametros
idade, sexo, fumo e gendtipo, tendo o gendtipo Pro/Pro como referéncia. Nesse caso, foi retirado o
fator HPV peo fato deste ndo contribuir para a predisposicdo ao carcinoma, como demonstrado
acima. A idade (p < 0,05, OR 1,07, 95% IC) e o fumo (p < 0,05, OR 15,58, 95% IC) continuaram
tendo vaores dgnificativos. O gendtipo Arg/Pro mostrourse um fator de protecdo ao tumor (p <
0,05, OR 0,17, 95% IC) da mesma forma que o gendtipo Arg/Arg revelou uma tendéncia, porém
ndo significativa, de protecdo ao carcinoma de cabega e pescoco (p = 0,085, OR 0,32, 95% IC)
(Tabela 18). A avdiacdo exclusva da redacd com a presenca de tumor, sem o efeito dos outros
fatores, também demonstrou o efeito protetor da heterozigose no cddon 72 do gene TP53 (p =
0,043, OR 0,33, 95% IC) (Tabela 19).

Para avdiar o efeito protetor do delo Arginina, foi andisado o risco para 0 desenvolvimento do
tumor considerando os fatores idade, sexo, consumo de fumo e ado arginina. A idade (p < 0,05,
OR 1,07, 95% IC) e o fumo (p < 0,05, OR 14,03, 95% IC) mostraram ser fatores de risco e o aelo
argininamostrou ser um fator de protecdo ao tumor (p < 0,05, OR 0,25, 95% IC) (Tabela 20).

Os dados revelaram, portanto, que a idade e o fumo sdo fatores de risco para 0s carcinomas
estudados, independentemente dos fatores anadlisados em conjunto. Por outro lado, o gendtipo
Arg/Pro, em relacéo aos individuos Pro/Pro, e o0 delo arginina sdo fatores de protegdo ao processo

de tumorigénese de cabeca e pescoco.



Tabela 16. Odds Ratio (OR) dos fatores idade, sexo masculino, hébito tabagista, habito etilista,
presenca do HPV e gendtipo (AA = Arg/Arg, AP = Arg/Pro, PP= Pro/Pro) para desenvolvimento de

tumores de cabeca e pescogo.
Fatores p Odds Ratio (OR) 95% IC
|dade p < 0,05* (1,03 - 1,11)
Sexo p=0,335 (0,59 - 4,78)
Fumo p < 0,05* (4,13-63,30)
Alcool p < 0,05* (0,12- 0,70)
HPV p=0,239 (0,64 - 5,83)
Gendtipo AA 1,00 (referéncia)
Gendtipo AP p = 0,096 (0,20- 1,14)
Gendtipo PP p=0,107 (0,79 - 11,54)

* edtetigticamente sgnificativo

Tabela 17. Odds Ratio (OR) dos fatores idade, sexo masculino, hébito tabagista, presenca do HPV e
gendtipo (AA = Arg/Arg, AP = Arg/Pro, PP= Pro/Pro) para desenvolvimento de tumores de cabeca

€ Pescoco.
Fatores P Odds Ratio (OR) 95% IC

Idade p < 0,05* (1,04-1,11)
Sexo p =0,801 (0,43-3,01)
Fumo p < 0,05* (3,90 - 58,16)
HPV p=0417 (0,52 - 4,75)

Gendtipo AA 1,00 (referéncia)

Gendtipo AP p=0,118 (0,22 - 1,18)

Gendtipo PF  p=0,072 (0,90- 11,87)

* edttigticamente sSgnificativo



Tabela 18. Odds Ratio (OR) dos fatores idade, sexo masculino, habito tabagista, e gendtipo (AA =
Arg/Arg, AP = Arg/Pro, PP= Pro/Pro) para desenvolvimento de tumores de cabeca e pescoco.

Fatores P Odds Ratio (OR) 95% IC
|dade p < 0,05* 1,07 (1,04 - 1,11)
Sexo p = 0,805 1,13 (0,43-2,99)
Fumo p < 0,05* 15,58 (4,03 -60,22)

Gendtipo PF 1,00 (referéncia)
Gendtipo AP p < 0,05* 0,17 (0,04 - 0,66)
Gendtipo AA p = 0,085 0,32 (0,09- 1,17)

* edatigticamente sgnificativo

Tabela 19. Odds Ratio (OR) do fator gendtipo (AA = Arg/Arg, AP = Arg/Pro, PP= Pro/Pro) para
desenvolvimento de tumores de cabega e pescoco.

Fator p Odds Ratio (OR) 95% IC
Gendtipo PP 1,00 (referéncia)
Gendtipo AP p<0,05* 0,33 (0,11- 0,97)
Gendtipo AA  p=0,138 0,46 (0,16 - 1,29)

* edatisticamente Sgnificativo

Tabela 20. Odds Ratio (OR) dos fatores idade, sexo masculino, habito tabagista, e delo arginina
para desenvolvimento de tumores de cabeca e pescoco.

Fatores p Odds Ratio (OR) 95% IC
|dade p < 0,05* 1,07 (1,04 - 1,11)
Sexo p=0,643 1,25 (0,48 — 3,26)
Fumo p < 0,05 14,03 (3,64 - 54,07)

Aldo Arginina  p < 0,05* 0,25 (0,07 - 0,86)

edatisticamente sgnificativo
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5. DISCUSSAO

O paplomavirus humano (HPV) é consderado o agente
etiologico das neoplasias anogenitals, egpecidmente os carcinomas cervicais. Os
HPV's 16 e 18 sdo observados em até 80% desses tumores e sdo capazes de induzir
a transformacdo maligna da mucosa devido a interacdo de duas oncoproteinas
virais (E6 e E7) a proteinas regulatdrias do ciclo celular do hospedeiro. A proteina
E7 interage fiscamente com a pRb levando a sua fosforilacdo e consequente
liberacdo do fator de transcricdo E2F. JA a proteina E6 € capaz de promover a
degradacéo da p53, levando a auséncia de inibicdo do ciclo cdular (Scheffner et
a., 1990; Nebesio et d., 2001). Existem também evidéncias de uma relacdo entre
HPVs e carcinomas espinocdulares de cabega e pescoco. A transmissdo do virus
para essa regido anatbmica ocorre, provavelmente, via trato genital materno
durante 0 nascimento, por auto-inoculacdo a partir da regido genital ou por contato
das mucosas ord e genitd entre parceiros sexuals. O HPV penetra via lestes da
mucosa e infecta inicidmente os queraindcitos basais, porém sua replicacdo é
restrita a camada superior do epitélio (Sugerman et a., 1997; Chan et al., 2002).

O presente estudo investigou a presenca do DNA do HPV e o
polimorfismo no cédon 72 do exon 4 do gene TP53 em tumores mdignos de
cabeca e pescogo e também em mucosa ord de individuos presumidamente
saudavels, tanto fumantes como ndo fumantes.

Neste trabalho, foram andisados 50 casos de carcinomas
espinocelulares de cabeca e pescogo, sendo os homens mais afetados por lesbes
mdignas. Esse achado deve refletir o fato do auso do fumo e do dcool ser mais
comum no sexo masculino (Cdifano et d., 1996). Nesse grupo, foi detectada uma
freqliéncia de 16% de HPV. Os vdores encontrados estdo de acordo com aqueles
observados na maioria dos trabahos, que citam a presenca do virus em 34% a
47% das lesdes mdignas de cabeca e pescoco. O HPV 16 € o tipo mais freqlente,
identificado em até 90% dos casos (Scholes et d., 1997; Takano & d., 1997; Koh
et d., 1998, McKaig & d., 1998, Migud & d., 1998; Riethdorf e d., 1998;
Lindeberg et d., 1999; Badaracco e d., 2000; Gillison & d., 2000; Sand €t d.,
2000; Sisk et a., 2000; van Houten et a., 2000; Venuti et d., 2000; Klussmann et
d., 2001, Scully, 2002, Strome et al., 2002). No presente trabaho, o HPV 16 foi
encontrado em todos os tumores infectados. Esse fato deve-se, provavelmente, ao

pequeno nimero de amostras tumorais positivas para o HPV (n = 8; 16%), o que



poderia estar subestimando a presenca de outros tipos virais. Todos os pacientes
positivos para o virus referiram consumo de tabaco e gpenas um destes ndo referiu
consumo de dcool. A regido mais afetada pela infeccéo vira foi a laringe (50%),
seguida pela orofaringe (37,5%). Esses valores estdo proximos aos citados pela
literatura, j& que a ocorréncia do HPV na orofaringe € de até 45%, e na laringe,
entre 20 e 48% (Gillison et al., 2000; Smith et d., 2000; Klussmann et d., 2001;
Miller et d., 2001; Morshed e d., 2001; Jacob et d., 2002; Nagpa et d., 2002;
Strome e d., 2002). Porém, o HPV ndo foi encontrado nas amostras de tonsila,
que, segundo dados recentes, € o local preferenciad da infeccdo na orofaringe. Isto
pode ser reflexo do pequeno nimero de amostras de carcinomas tondilares (n = 2),
além da baixa taxa de HPV encontrada nos tumores estudados.

Entre os individuos controle, 10,6% apresentaram HPV. Os
dados da literatura para grupo controle variam muito, com taxas mas freqlentes
entre 5 e 20%. O HPV 16 foi encontrado em 86,7% das amostras de controles
positivas. Apenas duas amodstras gpresentaram outros tipos de HPV, sendo uma
infectada por HPVs de dto risco (HPV 51/45) e outra por HPVs de baixo risco
(HPV 6/11). Os trabdhos indicam uma prevaéncia dos HPVs dos tipos 16 e 18
nas amostras de individuos saudéaveis, porém outros tipos também so encontrados
(Sugerman et d., 1997; McKaig € d., 1998; Tera et d., 1999; Smith et 4., 2000;
Miller et d., 2001; Mork et d., 2001; Summersgill e d., 2001; Giovanneli et d.,
2002; Strome et d., 2002).

As andises eddidicas ndo modraam diferenca  dgnificativa
entre amodras tumoras e controles quanto a freqiéncia do HPV,
independentemente do tipo (p = 0,174, 95% IC). Assm como Badaracco et dl.
(2000), n&o foi encontrada associacdo entre a presenca do HPV e aidade, 0 sexo, 0
consumo de fumo e o de dcool. No presente estudo, o principa fator de risco foi 0
fumo, com um risco estimado em até 15 vezes, vaor esse superior a0 encontrado
para a presenca de HPV. Esse achado sugere que 0s carcindgenos quimicos
encontrados no cigaro sGo mais importantes que a infecgdo peo HPV na
tumorigénese de cabeca e pescoco (Badaracco et a., 2000).

O gene TP53 goresenta pedo menos 10 polimorfismos distintos,
localizados nas suas regides codificadoras (cddon 21, 36, 47, 72, 213) e nédo
codificadoras (intron 1, 3, 6, 7) (Weston et a., 1997). O codon 72 esta localizado
na regido amino-termina, mas especificamente no dominio SH3, que € rico em

prolina A subgtituicdo de uma citosna por uma guanina promove a troca do



amino&cido prolina pea argining, 0 que dtera edtruturamente a proteina, porém
ndo dtera sua dividade biologica (Malashewski e d., 1987). Estudos em
diferentes grupos énicos relataram maior freqiiéncia do aeo prolina em negros e
do ddo aginina em caucasbides, ou sga, a prevdéncia do deo prolina eti
relacionada a latitude e aumenta na gproximacéo com o Equador (Beckman et d.,
1994; Humbey et d., 2002).

Storey et d. (1998) rdaaram que a vaiante arginina € mais
susceptivel a degradac@o pela interacd com a proteina E6 dos HPV's de dto risco
e que mulheres portadoras do genétipo Arg/Arg tém um risco sete vezes maior de
desenvolver o carcinoma cervicd associado a0 HPV que as heterozigotas ou
homozigotas para prolina. Outros autores encontraram essa relacéo entre mulheres
Arg/Arg e maior risco para carcinomas cervicas, porém esse risco néo foi téo ato
quanto aquele encontrado por Storey et a. (1998) (Agorastos et a., 2000; Makni et
d., 2000; Zehbe e 4d., 2001). Entretanto, véarios trabahos foram publicados com
resultados contrérios em diversas populagfes compostas por grupos étnicos
digintos, o que ndo permite uma conclusio definitiva sobre o vaor do risco em
homozigotos para arginina (Hdland et d., 1998; Josefsson et d., 1998; Minaguchi
et d., 1998; Klaes et d., 1999; Madeleine et d., 1999; Muiioz et d., 1999; Riou et
d., 1999; Nishikawa et d., 2000; Gustafsson et d., 2001; Klug et al., 2001).

Em tumores de cabeca e pescoco, os dados sd0 escassos e
conflitantes, com trabahos que relatam desde a ndo associacdo desse polimorfismo
e do HPV com a tumorigénese (Summersgill et d., 2000), aé trabadhos que
mostram associacdo podtiva de homozigotos arginina a infeccéo pelo HPV e ao
processo neoplésico em carcinomas orais (Nagpd et d., 2002).

Na populacdo de estudo do presente trabaho, ndo houve
diferenca edtatistica na freqiiéncia dos gendtipos (p = 0,116) ou dos aelos Arg e
Pro (p = 0,945 e p = 0,495) entre os pacientes com tumor e os individuos controles,
indicando que nenhum dos trés gendtipos e nenhum dos dois ddos € mas
freqliente em um dos grupos. O mesmo foi citado em dguns trabahos sobre
carcinomas cervicais e também sobre carcinomas orais (Minaguchi et d., 1998;
Nishikawa et a., 2000; Summersgill et a., 2000; Gustafsson et d., 2001; Humbey
et a., 2002).

Na andlise de risco a0 desenvolvimento dos tumores de cabega e
pescoco, a idade e o fumo mostraram s caracteristicas que predizem a

tumorigénese na presenca de quaisquer fatores andlisados em conjunto. O vaor de



risco para o fumo variou de 14,03 a 16,16, dependendo das varidveis analisadas no
momento. A protecdo Significativa ao tumor relativa ao consumo de dcool pode
ser explicada peo dto ndmero de individuos controle que confirmou o habito
etilista, a0 contr&io do gupo dos pacientes com tumor. Porém, deve ser sdientado
gue 0 nimero de doses semanais consumidas pelos individuos controle foi baixo
(em torno de 10 doses/semana). Nos portadores de tumor, quando ocorreu O
consumo, a quantidade de dcool ingerida diaiamente foi muito superior aos
vaores semanais do grupo controle (dados n&o demonstrados). Quanto aos
gendtipos, os individuos Arg/Pro apresentaram um efeito protetor em relacdo
aqueles Pro/Pro, independentemente de estarem em conjunto com outros fatores
(OR 0,17) ou sozinhos (OR 0,33). O gendtipo Arg/Arg, em relacdo a Pro/Pro,
tende a ser um fator de protecdo, ao contrario de Pro/Pro em relacdo a Arg/Arg que
tende a indicar um risco maior a0 tumor. Esses achados estf de acordo com
estudos recentes em carcinomas nasofaringeos e de estbmago, que encontraram um
maior risco de tumor em portadores do gendtipo Pro/Pro em relacdo a Arg/Pro e
Arg/Arg (Hiyama et d., 2002; Tsa et d., 2002; Zhang et a., 2002). O estudo do
addo aginina em associacdo com outros fatores mostrou o efeito protetor do aelo,
com odds ratio de 0,25. A possivd protecdo do delo aginina também foi
encontrada em um estudo de tumores de pulmé&o (Biros et d., 2001). O resultado
ndo ggnificativo de protecdo do gendtipo Arg/Arg, encontrado neste trabalho,
pode estar relacionado ao pequeno nimero de tumores homozigotos para a
agnina

Na comparacdo dos individuos HPV postivos com negativos em
rdacdo as frequiéncias dos ados Arg e Pro, ndo foi observada diferenca
ggnificativa entre dos grupos (p = 0,136 e p = 0,504). Portanto, a presenca do virus
ndo ed podtivamente associada a nenhum dos dois ddos nos individuos
estudados. Na andlise dos gendtipos, a presenca do HPV ndo foi relacionada a
nenhum dos gendtipos do codon 72 do gene TP53 (p = 0,240), o que esta de acordo
com os dados de Summerggill et d. (2000) e Humbey et a. (2002). A perda de
heterozigosidade (LOH) no gene TP53 poderia ser uma judtificativa para explicar a
auséncia de associagdo do polimorfismo do codon 72 com a presenga do HPV, mas
Humbey et d. (2002) dertam para o fato de que a perda de heterozigosidade do
gene TP53 n&o interfere na auséncia de associagdo do polimorfismo com o HPV,
pois a mistura de cdulas normais e tumorais na pega cirdrgica permite a deteccéo
de ambos os ae os do gendtipo de TP53.



Um dado muito interessante deste trabaho € que a auséncia do
HPV estd postivamente relacionada aos individuos Pro/Pro (p = 0,0097). Assm,
0s homozigotos para prolina edariam relaivamente em menor risco de infeccéo
pelo HPV em relacdo aos heterozigotos Arg/Pro e homozigotos Arg/Arg.

Em conclusdo, os dados do presente trabalho indicam que a
homozigose para o delo prolina, ao contr&io da homozigose para arginina, tende a
s um faor de risco a0 desenvolvimento dos carcinomas espinocdulares de
cabeca e pescoco. O gendtipo Arg/Pro e o delo argining, por sua vez, sdo fatores
de protecdo sgnificativos. A infeccdo pelo HPV ndo representa um fator de risco,
a0 contrario da idade e do fumo, que apresenta um risco extremamente dto. Os
individuos Pro/Pro, apesar de estarem associados a maior risco para tumores, estéo

sgnificativamente menos associados a presencado HPV.
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6. CONCLUSOES

Em rdacdo a casuidtica:

A freqiiéncia de fumantes entre os portadores de carcinomas de cabeca e pescogo
foi maior que a de ilistas neste mesmo grupo A fregliéncia de fumantes entre os portadores de
carcinomas de cabega e pescogo foi maior que entre os individuos controle. Esses achados reforcam
a idéia bem estabelecida de que o fumo, mais do que o dcool, aumenta o risco de malignizacdo do
trato aerodigestivo superior.

Os homens foram mais freqlentemente afetados pelos carcinomas de cabega e
pescoco, indicando que 0 sexo masculino esta mals exposto aos agentes que levam ap processo

neoplésico.

Em relacdo a presencado HPV:

A freqiéncia do HPV em portadores de carcinomas de cabeca e pescogo €
semdhante a frequiéncia encontrada em individuos controle, independentemente do HPV ser de dto

ou baixo risco.
A presenca do HPV independe da idade, do sexo, do consumo de fumo ou de

dcool em quaisguer individuos.

Em relacéo ao polimorfismo no cddon 72 do gene TP53:

A freqiéncia dos gendtipos Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro é semehante entre os
portadores de carcinomas de cabega e pescogo e individuos controle.

A fregliéncia dos delos aginina e prolina € semehante entre os portadores de
carcinomas de cabega e pescoco e individuos controle.

As freqiéncias dos gendtipos Arg/Arg e Arg/Pro é semdhante entre os individuos
positivos para 0 HPV e os individuos negetivos parao HPV.

As freqiéncias dos addos aginina e prolina é semdhante entre os individuos
positivos para 0 HPV e os individuos negetivos parao HPV.

Os individuos Pro/Pro estéo positivamente associados a auséncia do HPV.

Em rdlacdo ao risco para o desenvolvimento dos carcinomas de cabeca e pescoco:

A idade e o tabagismo sfo fatores de risco ao desenvolvimento dos carcinomas de
cabeca e pescogo.
O sexo masculino, gpesar de ser freqlentemente afetado, e a presenca do HPV néo

s80 fatores de risco aos carcinomas de cabega e pescogo.



Os individuos Pro/Pro gpresentam uma tendéncia a risco ao desenvolvimento dos
carcinomas de cabega e pescogo.

Os individuos Arg/Arg gpresentam uma tendéncia a protecdo ao desenvolvimento
dos carcinomas de cabeca e pescogo.

Os individuos Arg/Pro gpresentam um efeito protetor a0 desenvolvimento dos
carcinomas de cabeca e pescoco.

O dedo arginina, somado aos outros fatores de risco, apresenta um efeito protetor

a0 desenvolvimento dos carcinomas de cabeca e pescoco.
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Tabela 1. Dados de amplificacdo (+) dos aéelos p53-Prolina (Pro) e p53- Arginina (Arg) em 50

amodtras de tumor.

Amostra Aldo Amostra Aldo

Arg Pro Arg Pro

T2 + T68 + +

T3 + + T69 +

T6 + T70 +

T7 + T71 + +

T8 + + T72 + +

T18 + T73 +

T21 + + T74 +

T22 + T75 +

T23 + T76 +

T31 + + T77 + +

T35 + T79 +

T36 + T80 + +

T38 + T81 + +

T41 + T82 +

T43 + T83 +

T52 + T84 + +

T53 + T85 +

T58 + T86 +

T61 + + T87 + +

T62 + T88 +

T63 + T89 +

T64 + T90 +

T65 + T91 +

T66 + + T92 +

T67 + T93 +




Tabela 2. Dados de amplificacdo (+) dos alelos p53-Prolina (Pro) e p53-Arginina (Arg) em 82 amostras de individuos
controles fumantes.

Amodtra Aldo Amodtra Aldo Amodtra Aldo

Arg Pro Arg Pro Arg Pro

F1 + F34 + + F68 + +

F2 + F35 + F69 +

F3 + F36 + F70 +

F5 + F37 + + F71 + +

F6 + + F38 + + F72 + +

F7 + + F39 + + F73 + +

F8 + F40 + Fr4 +

F11 + + F41 + + F75 + +

F12 + F42 + + F76 + +

F13 + + F43 + Fr7 + +

F14 + + F44 + F78 +

F15 + + F45 + + F79 +

F16 + + F46 + + F80 +

F17 + + F47 + + F81 + +

F18 + + F48 + + F82 + +

F19 + + F51 + F85 + +

F20 + + F52 + F87 +

F21 + F55 + F89 + +

F22 + F57 + Fo0 +

F25 + + F58 + + Fo1 + +

F26 + F59 + + F92 + +

F27 + + F60 + + F93 +

F28 + + F61 + Fo4 + +

F29 + + F62 + Fo5 +

F30 + F64 + Fo7 +

F31 + + F65 + F99 +

F32 + F66 +

F33 + F67 + +




Tabda 3. Dados de amplificacdo (+) dos ados p53-Prolina (Pro) e p53- Arginina (Arg) em 60
amodtras de individuos controles ndo fumantes.

Amostra Aldo Amostra Aldo

Arg Pro Arg Pro

NF1 + NF56 + +

NF17 + NF59 +

NF20 + NF60 +

NF22 + NF61 + +

NF24 + + NF62 + +

NF27 + NF63 +

NF29 + + NF64 + +

NF33 + NF65 +

NF34 + NF66 + +

NF35 + NF67 +

NF36 + NF68 +

NF37 + + NF69 +

NF38 + NF71 +

NF39 + NF72 +

NF40 + NF73 +

NF41 + NF74 +

NF42 + NF75 +

NF43 + NF76 +

NF44 + + NF81 +

NF45 + + NF82 + +

NF46 + NF83 +

NF47 + + NF85 +

NF48 + + NF87 +

NF49 + NF88 +

NF50 + NF89 + +

NF51 + NFO0 +

NF52 + + NFo1 +

NF53 + + NF92 +

NF54 + + NF95 +

NF55 + NF96 +




Tabela 4. Postividade parao virus HPV em 50 amostras de tumor.

Amodira HPV Amodira HPV
T2 + T68
T3 + T69 +
T6 T70
T7 T71
T8 T72
T18 T73
T21 T74
T22 T75
T23 T76
T31 T77
T35 T79
T36 T80
T38 T81
T41 T82
T43 T83 +
T52 + T84
T53 T85
T58 T86
T6l T87 +
T62 + T88
T63 + T89
T64 T90
T65 T91
T66 T92

T67 T93




Tabela 5. Postividade para o virus HPV em 82 amostras de controles fumantes.

Amodra HPV Amodtra HPV Amodra HPV

F1 F34 F68
F2 F35 F69
F3 F36 F70
F5 F37 F71
F6 F38 Fr2 +
F7 F39 F73 +
F8 + F40 F74

F11 F41 F75

F12 F42 + F76

F13 F43 Fri7

F14 F44 F78

F15 F45 + F79

F16 + F46 + F80

F17 Fa7 F81

F18 F48 F82

F19 F51 F85

F20 F52 F87

F21 F55 F89

F22 F57 F90

F25 + F58 Fo1

F26 + F59 F92

F27 F60 F93

F28 + F61 Fo4

F29 F62 F95

F30 F64 F97

F31 F65 F99

F32 F66

F33 F67




Tabela 6. Postividade para o virus HPV em 60 amostras de controles ndo fumantes.

Amodtra HPV Amodtra HPV

NF1 NF56
NF17 NF59
NF20 NF60
NF22 + NF61
NF24 NF62
NF27 NF63
NF29 NF64
NF33 NF65
NF34 + NF66 +
NF35 + NF67
NF36 + NF68
NF37 NF69
NF38 NF71
NF39 NF72
NF40 NF73
NF41 NF74
NF42 NF75
NF43 NF76
NF44 NF81
NF45 NF82
NF46 NF83
NF47 NF85
NF48 NF87
NF49 NF88
NF50 NF89
NF51 NF90
NF52 NF91
NF53 NF92
NF54 NF95

NF55 NF96
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9. RESUMO

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco € uma neoplasia cujo principal
fator de risco é o consumo de tabaco e/ou dcool. As infecgbes pelo HPV tém sido observadas nesse
grupo de tumores. Os HPV's de dto risco podem induzir ateragbes calulares pela interacdo de suas
proteinas E6 e E7 com as proteinas p53 e a pRb, respectivamente. As oncoproteinas sfo
insuficientes para 0 desenvolvimento do fendtipo mdigno, sugerindo a presenca de outros
cofatores, como a susceptibilidade genéticaa O gene TP53 possui um polimorfismo que resulta na
presenca de uma prolina ou de uma arginina na posi¢ao correspondente ao cédon 72, no exon 4. O
objetivo do presente estudo foi avaiar o papd da infeccdo peo HPV e do polimorfismo de TP53 na
carcinogénese de cabeca e pescogo. Foram analisadas 142 amodiras de individuos controle e 50
amostras de pacientes. Os resultados mostraram a presenca do HPV em 10,6% dos controles e an
16% dos tumores. A andise da freqiéncia de digtribuicdo dos gendtipos relativos revelou 50%
Arg/Arg, 43% Arg/Pro e 7% Pro/Pro no grupo controle e 52% Arg/Arg, 32% Arg/Pro e 16%
Pro/Pro no grupo dos tumores. A andlise edatistica desses dados nd mostrou diferenca
sgnificativa na distribuicdo dos gendtipos e dos deos entre 0s dois grupos, independentemente da
presenca do HPV, a excecdo dos individuos Pro/Pro, que estdo associados a auséncia do HPV. O
delo arginina e 0 gendtipo Arg/Pro tém efeito protetor a0 desenvolvimento dos tumores. O HPV

N80 representa risco aos carcinomas espinoce ulares de cabeca e pescoco.

Palavras-chave: HPV; p53; polimorfismo; cabeca e pescoco.
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10. ABSTRACT

Head and neck squamous cdl carcinoma is a disease associated with tobacco
and/or acohol abuse. There are evidences that oncogenic HPV may aso be a risk for upper
aerodigedtive tract cancers. High-risk HPV's encode two early proteins, E6 and E7, that @n bind to
p53 and pRb, respectively, and induce its degradation or inactivation. The TP53 gene has a sngle
polymorphism a codon 72 of exon 4 that encodes either arginine (Arg) or proline (Pro). The
purpose of this study was to evauate the role of HPV nfection and p53 polymorphism in head and
neck cancer. We analyzed 50 tumors as well swabs of oral mucosa from 142 control individuas by
PCR technique. The prevaence of HPV in controls was 10.6% and in cancer specimens was 16%.
The frequency of didribution of genotypes in controls was 50% Arg/Arg, 43% Arg/Pro and 7%
Pro/Pro and in tumors was e 52% Arg/Arg, 32% Arg/Pro e 16% Pro/Pro. Contrarely to the results of
some studies on cervicd cancer, no association between any TP53 genotype or dlde and the
development of head and neck cancer was observed, regardiess of HPV satus, except for Pro/Pro
genotype which is associated with the aisence of HPV. Arginine dlde and Arg/Pro genotype
appear to protect against head and neck cancers. Also, the data showed that HPV infection results in
no increasing risk of developing head and neck tumors.

Keywords: HPV; p53; polymorphism; head and neck.
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