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RESUMO

TESE DE DOUTORADO
Michelle de Oliveira e Silva

A associagdo do HPV ao cancer de orofaringe tem sido sugerida, apesar da varidvel prevaléncia viral nos
diferentes estudos. Por outro lado, a relagdo etioldgica do HPV em casos de cancer oral ou de hipofaringe/ laringe
€ ainda controversa. No entanto, estudos recentes tem sugerido que a presenca do DNA do HPV nos tumores
nao é evidéncia suficiente para a associagdo causal, sendo fortemente indicado analises de expressdao das
oncoproteinas virais e do status do genoma do HPV. No presente estudo caso-controle, a prevaléncia do HPV foi
analisada utilizando PCR-nested para detecgdo viral em 228 casos de cancer de cabeca e pescocgo e 227 controles.
A anadlise multivariada dos diferentes tipos de HPV e outros fatores de risco epidemioldgicos, ambientais, clinicos
e moleculares suportou a associagdo etioldgica do HPV no cancer de orofaringe corroborando a hipdtese de duas
diferentes vias na carcinogénese, uma desencadeada por fatores ambientais, como o consumo de tabaco e alcool
e outra direcionada pelo HPV, cujo efeito é evidenciado na auséncia desses outros fatores de risco. Entretanto,
os dados aqui apresentados sugerem uma relagdo limitada do HPV aos tumores da cavidade oral e hipofaringe/
laringe. Apesar da similaridade da prevaléncia do HPV em casos e controles, os dados deste estudo sugerem
fortemente que a distribuicdo dos tipos de HPV quanto ao potencial carcinogénico é diferenciado, sendo HPV de
baixo risco mais frequente em controles e de alto-risco nos casos de cancer de orofaringe. O estudo de casos
para presenca de DNA e transcritos de RNA de E6 e E7 do HPV por ISH em dois TMAs construidos para o presente
estudo mostrou atividade transcricional apenas para os casos de cancer de orofaringe. A superexpressdo de
p1l6INK4a foi coincidente na identificacdo de atividade do HPV por IHQ em casos de cancer de orofaringe,
mostrando a eficiéncia deste marcador. A presenca de DNA do HPV integrado ao genoma foi detectada na
maioria dos casos de cancer de orofaringe, diferente do encontrado para casos de cancer da cavidade oral ou
hipofaringe/ laringe. Este cendrio mostra claramente a distinta associacdo etioldgica do HPV nos diferentes sitios
anatomicos de cancer de cabeca e pescogo, principalmente nos paciente com cancer de orofaringe sem

exposicao aos principais fatores de risco, o tabaco e alcool.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO
Michelle de Oliveira e Silva

Human Papillomaviruses (HPV) have been associated with oropharynx cancer, even though previous studies
show a wide variation of viral prevalence. On the other hand, the etiological relation of HPV on oral or
hypopharynx/ larynx cancers is still controversial. However, recent studies have been suggesting that the
presence of HPV DNA in tumors is not sufficient evidence for the causal association, for which analyses of viral
oncoproteins expression and genome status are strongly indicated. In this case-control study, the prevalence of
HPV was analyzed using nested-PCR for viral detection in 228 cases of head and neck cancer and 227 controls.
Multivariate analyses of different types of HPV and other risk factors epidemiological, environmental, clinical and
molecular supported the etiological association of HPV in oropharyngeal cancer, corroborating the hypothesis of
two different pathways in carcinogenesis: One related to environmental factors such as tobacco and alcohol
consumption, and the second linked to HPV, effect of which is evident in the absence of these other risk factors.
However, the data presented here suggest a limited relationship of HPV in tumors of the oral cavity and
hypopharynx/ larynx. Despite the similarity of HPV prevalence in cases and controls, data from this study strongly
suggest that the distribution of HPV types regarding the carcinogenic potential is differentiated, with low-risk
HPV been frequent in controls and high-risk ones in cancer cases of oropharynx. The cases study for the presence
of DNA and RNA transcripts of E6 and E7 HPV by ISH in two TMAs constructed for the present study showed
transcriptional activity only for cases of oropharyngeal cancer. The overexpression of p16INK4a was coincident
in identifying HPV activity by IHC in cases of oropharyngeal cancer, showing the efficiency of this marker. The
presence of HPV DNA integrated into the genome was detected in the majority of cases of oropharyngeal cancer,
unlike observed for cancers of the oral cavity or hypopharynx/ larynx. This scenario clearly shows the distinct
etiological association of HPV in different anatomical sites of cancer of the head and neck, especially in patients

with oropharyngeal cancer without exposure to the main risk factors, tobacco and alcohol.
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1. Introducéo

Os tumores de cabeca e pescoco, que incluem os sitios anatémicos classificados como
cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, laringe, cavidade nasal e seios paranasais e glandulas
salivares (Deschler & Day 2008), estdo entre os mais comuns na populagdo mundial, com
estimativas de aproximadamente 500.000 novos casos e 300.000 ébitos por ano no mundo
(Bray et al. 2012; Ferlay et al. 2010). No Brasil, a estimativa de casos novos de cancer da
cavidade oral e orofaringe para o ano de 2012 é de 9.990 homens e 4.180 mulheres (INCA
2012).

O desenvolvimento do cancer de cabeca e pescoco é um processo multifatorial, sendo
pelo menos 75% dos casos atribuido ao consumo de tabaco e alcool (Blot et al. 1988; Herrero
2003; Negri et al. 1993). No entanto, 15% a 20% dos tumores ndo sdo relacionados a exposi¢ao
por esses fatores (Gillison & Shah 2001; Jo et al. 2009), sendo os fatores de risco ainda pouco
conhecidos para esses casos (Hashibe et al. 2007). A deficiéncia de micronutrientes, escassez
de higiene oral e baixo status sdcio-econdmico foram relacionados a um maior risco para o
cancer de cabeca e pescoco independentes do consumo de tabaco e alcool, embora outros
estudos ndo tenham suportado esses achados (Conway et al. 2010; Elwood et al. 1984; Ferraroni
et al. 1989; Garrote et al. 2001; Greenberg et al. 1991; Guha et al. 2007; Rezende et al. 2008;
Sanchez et al. 2003; Talamini et al. 2000). Além desses fatores de risco sugeridos, outros
estudos mostram evidéncias de associacdo etioldgica de algumas infecgfes virais no carcinoma
de cabeca e pescoco.

A infeccdo pelo Epstein Barr virus (EBV) é associada ao linfoma de Burkitt e de
Hodgkin, assim como ao carcinoma nasofaringeo e gastrico (Young & Rickinson 2004). No
entanto, poucos estudos acerca da presenca do EBV nos distintos sitios de cancer de cabega e

pescoco ndo-nasofaringeo foram realizados.



Ao longo dos dltimos 20 anos, o Papilomavirus Humano (HPV, Human
Papillomavirus), causa necesséria para o cancer cervical (Walboomers et al. 1999), tem sido
etiologicamente associado com um subgrupo de cancer de cabeca e pescogo (Franceschi et al.
1996; Gillison et al. 2000; Herrero et al. 2003; Kreimer et al. 2005; Schwartz et al. 1998; Smith
et al. 2004). No entanto, a prevaléncia do HPV nos diferentes estudos com céncer de cabeca e
pescogo varia de 0% a 100% (Campisi et al. 2007; Castro & Bussoloti Filho 2006; Chaudhary
et al. 2009; Hansson et al. 2005; Hennessey et al. 2009; Herrero et al. 2003; Kreimer et al. 2005;
Schwartz et al. 1998; Smith et al. 1998; Termine et al. 2008). No Brasil, a prevaléncia do HPV
em casos de cancer oral varia de 0% a 90% (Acay et al. 2008; da Silva et al. 2007; Fregonesi et
al. 2003; Kaminagakura et al. 2012; Lira et al. 2010; Mazon et al. 2011; Oliveira et al. 2009;
Simonato et al. 2008; Soares et al. 2003; Soares et al. 2008; Soares et al. 2007), enquanto para
casos de hipofaringe/laringe varia de 3,8% a 37,3% (Brito et al. 2000; de Oliveira et al. 2006;
Hassumi-Fukasawa et al. 2012; Miranda et al. 2009; Silva et al. 2011). Até o momento, a
associacdo do HPV em casos de cancer de orofaringe foi avaliada em somente um estudo caso-
controle no Brasil (Ribeiro et al. 2011) que reportou uma baixa prevaléncia viral em ambos 0s
grupos (4,4% nos casos e 0,2% nos controles). No entanto, nenhum desses estudos realizados
no Brasil analisou a atividade do HPV nos tumores de cabeca e pescoco.

A variagdo na prevaléncia do HPV entre os diferentes estudos pode ter ocorrido devido
a fatores como diferencas nas regides geograficas dos pacientes analisados, tipos de amostras
analisadas (fresco ou fixado), mas principalmente relacionada aos distintos metodos de
deteccdo do HPV e a possiveis erros de classificacdo das areas anatdmicas analisadas (e.g.
classificacdo de tumores de orofaringe como cancer oral).

A falta de detalhamento na identificacdo dos sitios dos tumores de cabeca e pescoco
associados etilologicamente ao HPV dificulta a comparacéo dos estudos e generalizacdo dos
resultados (Braakhuis et al. 2009). Apesar disso, a maioria dos autores é concordante em

mostrar que o principal subgrupo de tumores de cabeca e pesco¢o associado etiologicamente



ao HPV é o de orofaringe (Gillison et al. 2000; Klingenberg et al. 2010; Kreimer et al. 2005),
ainda que a prevaléncia reportada tenha variado de 14% a 72% (D'Souza et al. 2007; Herrero
et al. 2003).

Casos de cancer de cabega e pescoco frequentemente apresentam mutagdes no gene
supressor de tumor TP53 (Alsner et al. 2001; Brennan et al. 1995; Cabelguenne et al. 2001,
Gillison et al. 2000; Ko et al. 2001; Temam et al. 2000), que séo relacionadas ao nivel de
exposicdo ao tabaco e &lcool (Ko et al. 2001). No entanto, uma associag¢do inversa entre a
presenca de mutacfes no gene TP53 e a presenca do HPV sugere a existéncia de duas vias
paralelas ou sobrepostas no desenvolvimento do cancer de cabeca e pesco¢o: uma desencadeada
por fatores ambientais, como o consumo de tabaco e &lcool e outra direcionada pelo HPV
(Gillison et al. 2000).

Estudos caso-controle tem sido amplamente utilizados para a avaliacdo de fatores
etiologicos no desenvolvimento de cancer. Esses estudos permitem estimar a forga de uma
associacao hipotética, simultaneamente a outros fatores associados a carcinogénese com
possibilidade de avaliacdo das circunstancias sobre as quais a relacdo causa-efeito varia, isto é,

da interagdo bioldgica entre os diferentes fatores (IARC 1980).

1.1. Classificag¢do dos Papilomavirus

Segundo o ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses), os Papilomavirus
(PVs) pertencem a familia Papillomaviridae, sendo a classificagdo baseada em analises
filogenéticas das sequéncias de nucleotideos da regido L1 do genoma nos seguintes niveis
taxondmicos: géneros, especies, tipos, subtipos e variantes.

Um novo isolado de PV é reconhecido a partir da clonagem do genoma completo e por
mais de 10% de diferenca nucleotidica na analise da regido L1 em comparagéo a um tipo de PV

previamente reconhecido e filogeneticamente mais proximo ao candidato a novo tipo.



Diferencas entre 2% a 10% na homologia dessas sequéncias definem um subtipo, enquanto
diferencas menores que 2% definem variantes virais (de Villiers et al. 2004).

Os PVs sdo classificados em 16 géneros e 43 espécies, sendo os HPVs distribuidos em
cinco desses géneros: Alpha-papillomavirus, Beta-papillomavirus, Gamma-papillomavirus,

Mu-papillomavirus e Nu-papillomavirus (de Villiers et al. 2004) mostrados na figura 1.
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Figura 1. Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas da regido L1 de 118 tipos de PVs. A
extremidade de cada ramo mostra o respectivo tipo, enquanto 0s semicirculos mostram as
espécies de PVs. A letra ¢ seguida por nimeros referem os candidatos a novos tipos de HPV.
Fonte: (de Villiers et al. 2004).

Até o momento, mais de 100 tipos de HPV foram identificados e classificados
epidemiologicamente baseado no potencial carcinogénico em tipos de baixo-risco (HPVs 6, 11,
40, 42, 43, 44, 55) e alto-risco (HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59) (Munoz et
al. 2003). De acordo com a ultima atualizacdo de agentes carcinogénicos pela IARC, tipos
adicionais de HPV, como 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 e 82 sdo classificados como provaveis alto-

risco carcinogénico (IARC 2012). Os HPVs de baixo-risco séo relacionados com o



desenvolvimento de lesdes epiteliais escamosas de baixo-grau, enquanto os tipos de HPV de

alto-risco séo associados ao cancer cervical (Bosch et al. 2002; Walboomers et al. 1999).

1.2. Biologia do HPV

O HPV € um virus pequeno, com 52 a 55 nm de diametro, ndo envelopado e
epiteliotrofico. O genoma do HPV é composto por uma molécula de DNA fita dupla circular,
com aproximadamente 8000 pares de bases (pb), oito regides abertas de leitura (ORFs; open
reading frame) contido no capsideo composto pelas proteinas estruturais L1 e L2 (Crawford

1969; Favre et al. 1975) (Figura 2).

Figura 2. Representagdo grafica do genoma do HPV16 com 7904pb mostrando as oito
diferentes ORFs. Fonte: Modificado de www.clinsci.org/cs/110/0525/cs1100525f02.gif

As ORFs do HPV, localizadas na mesma fita de DNA, sdo divididas em trés regides:
precoce (E; early), tardia (L; late) e regulatéria (LCR; long control region) (Fehrmann &
Laimins 2003). A regido E codifica as proteinas regulatorias, incluindo aquelas envolvidas no
processo de replicacdo viral e transformacéo celular, enquanto a regido L codifica as proteinas
estruturais do capsideo (L1 e L2) expressas somente em células com infeccdo produtiva. As
particulas de HPVs possuem um capsideo com simetria icosaédrica composto em 80% por
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proteinas L1 que juntamente as proteinas L2 estdo organizadas em 72 capsémeros (Syrjanen &
Syrjanen 1999).

A regido regulatoria LCR é a principal responsavel por determinar o tropismo tecidual
e de hospedeiros que cada tipo de HPV possui, além de atuar na regulacdo da expressdo do
genoma viral. A LCR é composta pela origem de replicacdo viral, quatro sitios de ligacdo para
a proteina E2 e sitios de ligagdo para fatores de transcricdo celular (Butz & Hoppe-Seyler 1993;
Kurvinen et al. 2000).

As proteinas expressas pelos genes E estdo principalmente envolvidas na replicacdo do
DNA viral e na alteracdo das vias regulatérias da célula hospedeira (Sverdrup & Khan 1994).
A proteina E1 possui atividade helicase, sendo bem conservada entre todos os tipos de HPV
(Hughes & Romanos 1993). A proteina E2 é uma proteina de ligacdo ao DNA relacionada aos
processos de replicacdo e transcricdo viral (Androphy et al. 1987) e também relacionada a
regulacdo da transcricdo do HPV (Hawley-Nelson et al. 1988; Romanczuk & Howley 1992). A
funcdo da proteina E4, apesar de frequente nas fases tardias da infecgdo, é ainda pouco clara
sendo associada com o colapso das redes de citoqueratina celular para facilitar a liberagéo viral
(Doorbar et al. 1991). A proteina E5 esta relacionada a inducdo da proliferacdo celular por
ativacdo de fatores de crescimento e inibicdo de apoptose (Bouvard et al. 1994; Valle & Banks
1995).

As proteinas E6 e E7 possuem propriedades transformantes em HPVs de alto-risco,
sendo relacionadas a replicacédo viral e ao desenvolvimento de tumor (Munger et al. 1989). A
proteina E6 pode bloquear a atividade transcricional do gene TP53 da célula hospedeira, que
codifica uma proteina supressora tumoral (Lechner et al. 1992; Mietz et al. 1992). E7 liga-se
aos membros da familia de proteinas supressoras tumorais retinoblastoma (pRb) e permite a
progressao do ciclo celular, do G1 para a fase S (Dyson et al. 1989). E7 também induz a um

numero anormal de centrossomos e a instabilidade gendmica (Duensing & Munger 2001,



2002). Os genes L1 e L2 codificam proteinas estruturais das particulas virais expressas nos
estagios finais da replicacdo viral (Syrjanen & Syrjanen 1999).

Nos epitelios normais, as células-tronco estdo ligadas & membrana basal e mantém uma
alta capacidade de auto-renovacdo. Apoés a divisao, as células filhas migram para as camadas
mais superficiais do epitélio e sofrem o processo de diferenciacdo terminal. Apos a saida da
membrana basal, essas células interrompem o ciclo celular e comegam a sintetizar queratina de
alto peso molecular, que se acumula a medida que a célula atinge as camadas superiores do
epitélio. Para a infec¢do, o HPV precisa romper o epitélio estratificado, o que pode ocorrer
através de microlesBes. Alguns estudos sugerem que proteoglicanos de sulfato de heparina
desempenham um papel na entrada de virus nas células (Giroglou et al. 2001), enquanto outros
autores sugerem que a entrada do HPV ocorra através da endocitose por vesiculas revestidas de
clatrina (Day et al. 2003). Apos a entrada do HPV, o genoma viral é mantido em um baixo
namero de copias, exigindo para isso a expressao de E1 e E2. Estas proteinas se ligam a origem
da replicacdo viral e recrutam DNA polimerases celulares e outras proteinas necessarias para a
replicacdo (Conger et al. 1999).

A amplificacdo do genoma viral, expressdo dos genes tardios e a producdo dos virions
sdo induzidas em células suprabasais que retornaram para a fase S. O genoma viral mantém de
10 a 200 copias episomais por célula nas camadas basais, ao longo da infec¢do. No entanto,
esse nimero de cdpias é bem maior nas células das camadas superiores do epitélio. Embora as
células epiteliais normais saiam do ciclo celular apos a diferenciagéo, as células infectadas pelo
HPV sdo capazes de impedir os processos de checagem e assim, mantem o ciclo celular ativo
com a sintese das proteinas celulares necessarias para a replicacdo viral (Cheng et al. 1995;
Hummel et al. 1992). Durante esta fase de amplificagdo, 0os genomas sdo empacotados em
virions infecciosos nos capsideos antes da liberacéo pela acéo das proteinas L1 e L2 (Buck et

al. 2005). Apos a transformacéo proteolitica dos componentes do virion, os capsideos passam



por um processo de maturagdo antes da liberacdo da célula, sendo entdo novos HPVs liberados

para infeccdo de novos hospedeiros (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida do HPV. As distintas camadas do epitélio estratificado escamoso sdo
mostradas a esquerda. As células da epiderme expressando marcadores de ciclo celular séo
mostradas com ndcleo vermelho. A expressdo de proteinas virais E6 e E7, necessarias para
replicacdo do genoma viral, ocorre acima da camada basal (células com citoplasmas verdes e
nacleos vermelhos). Os genes L1 e L2 sdo expressos em um subgrupo de células contendo DNA
viral amplificado nas camadas superiores do epitélio. As células com particulas infecciosas se
desprendem da superficie epitelial (células com citoplasmas verdes e ndcleos amarelos). A
expressao de E6 e E7 na presenca de baixos niveis de E1, E2, E4 e E5 permite a manutencao
do nimero de copias do genoma viral. A elevacdo nos niveis destas proteinas de replicacdo
permite a amplificacdo do genoma viral e posterior montagem dos virions com a expresséo de
L1 e L2. O acumulo de E4 na superficie epitelial é relacionado a uma melhor eficiéncia na

liberacdo dos virus. Modificado de (Doorbar 2006).



1.3. O papel do HPV na etiologia do cancer de cabeca e pescogo

O céncer de cabeca e pescoco é frequentemente considerado um grupo homogéneo,
apesar do reconhecimento de distintos fatores de risco associados aos diferentes sitios
anatdbmicos, como a associacao etioldgica do HPV ao céncer de orofaringe e a controversa
associacao ao cancer oral ou de hipofaringe/laringe.

Um estudo de meta-anélise recente mostrou um risco para o cancer oral 3,98 vezes maior
para os individuos com infeccdo pelo HPV comparados aqueles sem infeccéo (Syrjanen et al.
2011). Porém, os autores dessa meta-analise ndo tiveram acesso a localizacdo anatémica
detalhada dos casos de cancer oral, 0 que pode ter levado a erros de classificacdo dos diferentes
sitios de tumores. Além disso, dados de possiveis fatores de risco confundidores ao HPV néo
foram avaliados, como tabaco e alcool, reconhecidos como os principais fatores de risco para
esta neoplasia (Blot et al. 1988; Garrote et al. 2001; Hashibe et al. 2007; IARC 2004). Outros
estudos também sugeriram o HPV no cancer oral como um fator de risco independente, tendo
sido reportado no México um risco 6,2 vezes maior para 0s casos HPV positivos (IC 95% =
2,98 - 12.97) em relagéo aos casos HPV negativos, mesmo ajustando pelo consumo de tabaco
e alcool (Anaya-Saavedra et al. 2008). Esses achados sdo consistentes com outros estudos
incluindo, portanto sitios de cancer de orofaringe aos tumores orais (Hansson et al. 2005; Smith
etal. 1998). Por esta raz&o, alguns autores sugeriram que a presenca do HPV em alguns tumores
orais pode ser parcialmente explicada por erros de classificacdo de tumores de orofaringe como
cancer oral (Herrero et al. 2003; Kreimer et al. 2005). Além disso, uma meta-analise realizada
a partir de 17 estudos apontam ainda para uma fraca associacao causal entre HPV16 e o cancer
da cavidade oral (Hobbs et al. 2006).

De acordo com uma recente avaliacdo de carcinogenicidade do HPV realizada pela
IARC, as evidéncias de associacdo causal entre o HPV16 e o cancer de hipofaringe/ laringe séo

consideradas limitadas (Bouvard et al. 2009; Holzinger et al. 2009).



A razdo para uma maior susceptibilidade da orofaringe, sobretudo as tonsilas, em
relacdo ao HPV é ainda incerta, embora algumas hipdteses tenham sido sugeridas. Uma delas
seria uma maior facilidade de infec¢do pelo HPV por invaginacdes da camada do epitélio nas
criptas (Frisch & Biggar 1999) e a presenca de citocinas produzidas por elementos do tecido
linf6ide que podem estimular a transcricédo viral e transformag&o celular (Franceschi et al. 2000;
Klingenberg et al. 2010).

Apesar da maior parte dos estudos sobre a associagdo etioldgica do HPV no cancer de
cabeca e pescoco serem baseados na prevaléncia de DNA viral no tecido tumoral, apenas a
presenca do HPV ndo pode ser considerada evidéncia suficiente para demonstrar a relacéo
etiologica no cancer de cabeca e pesco¢o, uma vez que a expressdo de RNAm de oncoproteinas
virais e a integracdo do genoma viral sdo etapas necessarias para a carcinogénese (Holzinger et
al. 2009; Rampias et al. 2009). Por outro lado, alguns autores sugerem que a auséncia de DNA
do HPV nos tumores ndo exclui a possibilidade da associacdo causal em estagio inicial, uma
vez que algumas infeccbes por HPV podem ser transitorias dadas por um mecanismo
denominado “hit and run” (Mork et al. 2001; Syrjanen 2003). No entanto, essa hipétese é
improvavel uma vez que a persisténcia das oncoproteinas E6 e E7 de HPVs de alto-risco
parecem ser necessarias para a malignidade. Esse modelo carcinogénico foi demonstrado com
base na expressdo dessas proteinas no cancer cervical (Gillison 2006).

Ensaios de hibridacdo in situ (ISH) para deteccdo de DNA do HPV fornecem dados
sobre as células infectadas, embora com sensibilidade limitada devido a diversidade de tipos de
HPV, além das sondas utilizadas nessa técnica serem tipo-especifica. A combinacdo das
técnicas de ISH e PCR tem sido sugerida para detecgdo de HPVs com baixas cargas virais,
localizacdo e identificacdo das células infectadas e status do genoma viral, se episomal e/ou
integrado (Miller et al. 1994).

Embora a integracdo do DNA do HPV no genoma celular seja uma forte indicacdo da

funcdo oncogénica do virus, a presenca de atividade transcricional de HPVs de alto-risco
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também foi reportada na forma episomal do virus em casos de cancer de orofaringe (Weinberger
et al. 2006).

Em estudos mais recentes da relacdo do HPV no processo carcinogénico, a identificacéo
da atividade transcricional viral tem sido cada vez mais valorizada (Hennessey et al. 2009;
Hobbs et al. 2006). Alternativamente, a superexpressdo do gene CDKN2A, identificada pela
presenca da proteina pl6INK4a por imuno-histoquimica (IHQ), também tem sido sugerida
como marcador para identificagdo de infecgdes ativas do HPV (Kong et al. 2007; Mulvany et
al. 2008; Shi et al. 2009; Smith et al. 2008). A utilizacdo deste marcador é sugerida como um
método mais acessivel em comparagdo a técnicas mais elaboradas, como PCR em tempo-real,
visto a possibilidade de realizagdo de IHQ utilizando material tumoral rotineiramente coletado,
fixado e embebido em parafina (FFPE, Formalin fixed paraffin embedded). No entanto, poucos
estudos realizaram comparacdes entre 0s testes para deteccdo do HPV por ISH e expressao de
pl6INK4a em casos de cancer de cabeca e pescoco por IHQ (Hoffmann et al. 2012; Singhi &
Westra 2010; Smeets et al. 2007).

Diferencas moleculares e clinicas foram reportadas entre casos de cancer de orofaringe
em individuos HPV positivos, os quais sdo menos associados ao consumo abusivo de alcool e
tabaco, em comparacéo aos individuos HPV negativos (Gillison 2004; Gillison et al. 2000). Os
casos associados ao HPV sdo relacionados a desregulacdo do ciclo celular induzido pelas
oncoproteinas E6 e E7 de HPVs de alto-risco que levam a instabilidade gendmica (D'Souza et
al. 2007; Gillison & Lowy 2004), regulacdo negativa de p53, pRb e ciclina D1 e regulagéo
positiva de inibidores de ciclinas dependentes de quinases como p16INK4a e p21 (Andl et al.
1998; Hafkamp et al. 2009; Klussmann et al. 2003; Li et al. 2004; Wiest et al. 2002; zur Hausen
2002). Por outro lado, os casos HPV negativos geralmente apresentam mutacGes no gene
supressor de tumor TP53, frequente perda de heterozigosidade em regides especificas como 0s
loci cromossomais 3p, 9p e 17p, niveis normais ou aumentados da pRb e niveis reduzidos de

pl6INK4a (Braakhuis et al. 2004; Vidal & Gillison 2008).
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Em relacdo as diferencas clinicas, a associacao etioldgica entre o HPV16 e o cancer de
orofaringe foi reportada por alguns estudos em pacientes mais jovens, com maior nimero de
parceiros sexuais, pratica de sexo oral e auséncia de consumo excessivo de tabaco e alcool
(Charfi et al. 2008; Licitra et al. 2006; Pintos et al. 2008; Weinberger et al. 2006). Apesar disso,
alguns estudos apontam um melhor prognostico para individuos HPV positivos em comparagao
aqueles individuos HPV negativos (Furniss et al. 2007; Gillison 2006; Gillison et al. 2000;
Gillison & Lowy 2004; Hafkamp et al. 2004, Licitra et al. 2006; Ragin & Taioli 2007; Sturgis
& Cinciripini 2007; Syrjanen 2005).

A hipétese de sinergismo entre o consumo de tabaco e alcool e a presenca do HPV no
cancer da cavidade oral ou de orofaringe, apesar de proposta por alguns autores, ndo foi
confirmada por um recente estudo realizado nos EUA com 100 pacientes com cancer de
orofaringe e 200 controles (D'Souza et al. 2007). Entretanto, em relacéo a distribuicéo dos tipos
virais, apesar do limitado registro de dados (Termine et al. 2008), os estudos sdo concordantes
em mostrar o HPV16 como o tipo prevalente nos casos de cancer da cavidade oral e orofaringe
(D'Souza et al. 2007; Herrero et al. 2003; Kreimer et al. 2005; Syrjanen 2007).

Uma meta-andlise realizada pela IARC incluindo 60 estudos de 26 paises, totalizando
5046 casos de cancer de cabeca e pescogo, mostrou que a origem geogréfica dos pacientes é
um fator de variabilidade na prevaléncia do HPV, que é maior na América do Norte e Asia que
na Europa e paises da América Central e do Sul, Australia e Africa (Kreimer et al. 2005). Além
disso, os autores sugerem ainda que diferentes fatores de risco possam estar relacionados ao
desenvolvimento do cancer de cabeca e pescoco nas distintas regides geogréaficas.

Tendo em conta a controversa variabilidade da prevaléncia do HPV, tanto em relacdo
aos diferentes sitios de cancer de cabecga e pescogo quanto as distintas regides geograficas
analisadas, e o reduzido numero de estudos analisando a relacdo etiolégica do HPV nos tumores

de cabeca e pescoco, sobretudo pela expressdo das oncoproteinas virais, estudos adicionais séo
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necessarios para determinar a contribuicio do HPV e dos demais fatores clinicos,

epidemioldgicos e ambientais associados a carcinogénese de cabeca e pescoco.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Determinar a contribuicdo do HPV e de fatores clinicos, epidemiologicos e ambientais
no desenvolvimento do cancer de cabeca e pescoco atraves de um estudo caso-controle
realizado com individuos atendidos em hospitais publicos de referéncia no municipio do Rio

de Janeiro.

3.2. Objetivos especificos

a. Estimar a prevaléncia da presenca e tipos de HPV em casos e controles;

b. Analisar a presenca de DNA e o estado fisico do genoma de HPVs de alto e baixo-risco
nas células tumorais;

c. Identificar a atividade do HPV pela expressaio de RNAm das proteinas E6 e E7 nas
células tumorais;

d. Estimar a sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivo e negativo do teste
de pl6INK4a como um marcador para identificacdo de infec¢bes por HPV
transcricionalmente ativas no cancer de cabeca e pescoco;

e. Estimar a prevaléncia do Epstein-Barr virus nas células tumorais;

f. Comparar a diversidade de tipos de HPV detectados na regido orofaringea na amostra
de casos e controles com a diversidade de tipos de HPV encontrada em uma populagédo
de mulheres com e sem lesdes cervicais e residentes no estado do Rio de Janeiro;

g. Analisar o efeito do HPV e a interagdo deste com demais fatores moleculares,

epidemioldgicos, ambientais e clinicos no risco de cancer de cabeca e pescogo.
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4. Material e Métodos

O presente estudo caso-controle cumpre as exigéncias da resolugdo 196/96, sendo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do INCA sob nimero de registro 71/05
(Anexo la e 1b) e do CEP do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia (INTO) sob
numero de registro 0002.1.305.000-09 (Anexo 2). Um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os individuos incluidos no estudo. A utilizagcdo de
qualquer material requerido para analise proveniente dos pacientes do INCA que eventualmente
foram a 6bito durante o periodo de realizacdo desse estudo foi solicitada e consentida pelo CEP
dessa instituicdo. Todos os questionarios e TCLES obtidos para a realizacdo deste estudo estdo
arquivados em um armario de uso restrito e exclusivo aos profissionais envolvidos no estudo

na Divisdo de Genética do INCA.

4.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional descritivo do tipo caso-controle de base hospitalar,
cujas amostras da populacdo de casos e controles foram obtidas em dois hospitais publicos

federais de referéncia localizados no municipio do Rio de Janeiro.

4.2. Selecéo dos casos

Os 228 pacientes selecionados foram incluidos baseados nos seguintes critérios de
elegibilidade: diagndstico de carcinoma de cabega e pesco¢o confirmado por resultados
histopatolégicos e ndo terem sido submetidos a tratamento até o momento do diagndstico
realizado na Divisdo de Cabeca e Pescogo do Hospital do Cancer | do INCA. Os critérios de
exclusdo utilizados nesse estudo foram diagndstico histopatolégico de metéstase e/ou

tratamento quimioterapico ou radioterapico realizado anteriormente.
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As amostras tumorais dos pacientes foram coletadas a partir de procedimentos
cirargicos para excisdo do tumor ou a partir de bidpsias realizadas pelos médicos da Diviséo de
Cabeca e Pescoco do INCA. Os pacientes submetidos a cirurgia foram convidados e
entrevistados pelo Servigo do Banco Nacional de Tumores (BNT) sobre a utilizagdo do tecido
coletado para atividades de pesquisa. Os pacientes que consentiram a doagdo do material
assinaram um TCLE do BNT. A partir de uma selecdo dos pacientes incluidos no BNT, um
novo convite para participacao para a realizacéo do presente estudo foi feito para cada individuo
selecionado, conforme as diretrizes e resolucdes da Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa/
Ministério da Saude (CONEP/MS). Um TCLE préprio desse projeto foi aplicado para cada
paciente com material previamente coletado pelo BNT e que consentiu participar do presente
estudo (Anexo 3).

O convite para participacao dos pacientes candidatos aos procedimentos de bidpsia foi
realizado previamente a coleta do material tumoral pela enfermeira Maria Cristina Marques dos
Santos do INCA. Os pacientes que consentiram participar do estudo assinaram um TCLE
diferenciado (Anexo 4) e foram encaminhados para a realizacdo de bidpsia sob coordenacédo do
Dr. Victor Perrusi do INCA.

Todos os pacientes incluidos no estudo foram entrevistados para a coleta de dados socio-
demograficos, dados relacionados a héabitos de vida e hébitos sexuais utilizando um
questionario desenvolvido para este estudo (Anexo 5).

As amostras de tecido fresco foram coletadas e armazenadas pelo Servico do Banco
Nacional de Tumores (BNT) que mantiveram o material em solugio de RNAlater® (Ambion) a
-20°C por até 72 horas até serem submetidas a retirada dessa solugéo e imediatamente estocadas
a -80°C. Um segundo fragmento de tecido tumoral de cada paciente foi encaminhado para a
Divisdo de Patologia (DIPAT) do INCA para inclusdo em parafina e posterior analises

histopatologicas.
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De acordo com a localizagdo anatdomica do tumor, baseado na Classificacdo
Internacional de Doencas 102 revisdo (CID-10), os pacientes selecionados para o estudo foram
classificados em trés subgrupos descriminados como: (1) Cavidade oral; (2) Orofaringe; (3)

Hipofaringe/ laringe (Quadro 1).

Quadro 1. Localizacdo anatdmica dos casos de cancer de cabeca e pesco¢o segundo 0s codigos

da Classificacdo Internacional de Doencas 102 reviséo (CID-10).

Localizacdo anatomica CID-10
Cavidade oral (83)

Labio, mucosa do labio superior e inferior, lingua, gengiva, C00.0, C00.3, C00.4,
assoalho da boca, palato duro, mucosa da bochecha. C02.0, C02.1, Co02.2,

C02.3, C03.0, C03.1,
C04.0, C05.0, C06.0
Orofaringe (71)

Base da lingua, palato mole, tvula, C01.0, C05.1, C05.2,
tonsila, fossa tonsilar, pilar tonsilar, valécula, parede lateral, C09.9, C09.0, C09.1,
parede posterior. C10.0, C10.2, C10.3

Hipofaringe/ Laringe (74)
Hipofaringe, supraglote, glote, subglote, prega C12.0, C13.0, C131,
ariepiglotica. C32.1, C32.0, C32.2
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4.3. Selecéo dos controles

Os 227 individuos que constituiram o grupo-controle foram convidados a participar do
estudo durante o periodo de abril a outubro de 2009 no INTO e possuiram como critério de
elegibilidade a auséncia prévia ou atual de diagnéstico de cancer. Os individuos que aceitaram
o0 convite assinaram o TCLE (Anexo 6) e foram entrevistados para a coleta dos dados utilizando
0 mesmo questionario aplicado para os casos (Anexo 5).

A coleta das células superficiais da regido orofaringea dos controles foi realizada através
de dois a quatro esfregacos com escova citologica estéril (swab bucal) de cada uma das
seguintes areas pré-definidas: base da lingua (terco posterior), tonsilas palatinas direita e
esquerda, e parede superior da orofaringe (superficie inferior do palato mole e Gvula). As células
coletadas foram armazenadas em 350 pL de solucio RNAlater® (Ambion) em microtubo de
polietileno e mantidas a 4°C até o procedimento de extracdo do DNA que ocorreu em no

maximo 72 horas apds a coleta.

4.4. Coleta dos dados

O desenvolvimento do questionario para coleta dos dados analisados no presente estudo
(Anexo 5) foi realizado baseado no questionéario padrdo do BNT do INCA, que inclui questdes
sobre dados sécio-demograficos como local de residéncia, data de nascimento, situacdo
conjugal, grau de instrucéo e cor da pele, alem de questdes relacionadas a habitos de vida, como
etilismo e tabagismo. Questdes adicionais relacionadas a habitos sexuais, como preferéncia
sexual, idade do primeiro intercurso sexual, nimero de parceiros sexuais ao longo da vida,
pratica de sexo oral foram também incluidas baseado no questionario desenvolvido por

D’Souza et al. (2007).
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4.5. Variaveis de estudo

As varidveis analisadas nesse estudo foram agrupadas como: varidveis epidemioldgicas,
ambientais, clinicas ou moleculares. As variaveis epidemioldgicas aqui analisadas foram: idade,
sexo, situagdo conjugal, grau de instrucdo, cuidados bucal e cor da pele.

A variavel epidemioldgica situacdo conjugal foi categorizada como com companheiro
(incluindo os individuos casados ou com relacionamento estavel) ou sem companheiro
(incluindo os individuos solteiros, separados, divorciados ou vilvos). A variavel grau de
instrugdo foi categorizada como ensino superior ou, ensino médio/ fundamental ou
alfabetizado/ analfabeto. A varidvel cuidados bucal foi analisada pela realizacdo ou ndo de
consulta & odontologista nos ultimos dois anos prévios a entrevista, a partir de dados acerca da
higiene oral (< 1 vez/dia, 2 vezes/dia ou > 3 vezes/dia) e a utilizacdo ou ndo de enxaguante
bucal.

A definicdo da cor da pele foi auto-referida, sendo definida como negra, parda e branca
de acordo com os critérios do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE;
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/trabalhoerendimento/pnad2006/notas_bra
sil.pdf).

As variaveis ambientais aqui analisadas foram tabagismo, etilismo, preferéncia sexual,
sexarca, nimero de parceiros sexuais, nimero de parceiros realizado sexo oral, uso de
preservativo, exposicdo a Doenca Sexualmente Transmissivel (DST) e testagem para HIV.

A variavel tabagismo foi classificadas de acordo com os critérios da IARC (1998). Os
individuos foram categorizados como fumante, quando declarado o consumo de mais de 100
cigarros ao longo da vida; ex-fumante, quando o ultimo cigarro consumido pelo individuo
ocorreu em pelo menos um ano antes da entrevista; e nunca fumante, quando declarado o
consumo de menos de 100 cigarros ao longo da vida. O tempo de tabagismo foi categorizado
em < 25 anos ou > 25 anos, baseado na distribuicdo média e mediana do grupo controle. A

estimativa da carga tabagica foi realizada através do calculo do niumero de ‘pacotes-ano’
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consumidos, utilizando as informagGes da frequéncia de uso (numero de cigarros consumidos
por dia) e duracdo do uso. Esta varidvel foi categorizada em < 25 pacotes-ano e > 25 pacotes-
ano, usando como referéncia para ponto de corte a média de pacotes-ano consumidos pelos
controles. A idade inicial de tabagismo foi categorizada em > 16 anos ou < 16 anos, baseado
nos valores da idade média dos controles.

A variavel etilismo foi categorizada em nunca etilista, ex-etilista, quando o Gltimo
padrdo de bebida ocorreu em pelo menos um ano a entrevista; ou atual etilista. A estimativa do
consumo de alcool (carga etilica) foi feita baseada no percentual de volume de alcool indicado
no conteudo de cada bebida, também denominada de sistema French ou Gay-Lussac. O calculo
do volume de etanol foi realizado de acordo com os critérios da IARC (1996), utilizando os
sequintes fatores de conversdo: 4,5% para cerveja, 12% para vinho e 40% para bebidas
destiladas (e.g. para uma lata de cerveja foi calculado 350 mL x 0,045 = 15,75 mL de etanol).
A estimativa de consumo de alcool em gramas (g) foi realizada de acordo com os critérios da
WHO (2000), que considera que 1 mL de etanol equivale a 0,79 gramas (g) de etanol. A
classificacdo da carga etilica foi realizada baseada nos quartis das distribui¢cdes de consumo de
etanol pelo grupo controle em < 9 g/dia de etanol, 10 a 21 g/dia de etanol ou > 21 g/dia de
etanol. Por exemplo, a equivaléncia desses valores em gramas de etanol para volume de cerveja
sdo as seguintes: <9 g/dia de etanol = menos de uma lata de cerveja/ dia; 10 a 21 g/dia de etanol
= uma ou duas latas de cerveja/ dia; > 21 g/dia de etanol = mais de 2 latas de cerveja/ dia.

Em relacdo a preferéncia sexual as categorias heterossexual ou homossexual/ bissexual
foram utilizadas. A categorizacdo das variaveis epidemiologicas relacionadas aos habitos
sexuais como numero de parceiros e nimero de parceiros com a pratica de sexo oral foi
realizada com base na distribui¢do dos quartis do grupo controle, sendo utilizadas as categorias
de <2 parceiros, 3-6 parceiros ou >7 parceiros. Baseado também na distribui¢ao dos quartis do
grupo controle, a variavel sexarca foi categorizada em < 15 anos ou > 15 anos. O uso de

preservativo foi analisado pela frequéncia de utilizacdo nas categorias geralmente ou sempre,
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raramente ou nunca, enquanto a exposi¢cdo a DST e testagem para HIV foi analisada como
realizada ou ndo.

As variaveis clinicas analisadas foram topografia do tumor (cavidade bucal, orofaringe
ou hipofaringe/ laringe), estadiamento do tumor de acordo com o sistema TNM (2008) e
graduacdo histopatoldgica segundo os critérios de determinados pela UICC. As variaveis
moleculares (em detalhes nos topicos 4.6 e 4.8 a 4.11) foram classificadas pela
presenca/auséncia de HPV, tipos de HPV detectados, presenca/auséncia de expressao de
transcritos de RNAm das oncoproteinas virais E6 e E7, presenca/auséncia de superexpressao

de p16INK4a e presenca/auséncia de EBV.

4.6. Extracédo do DNA, deteccéo e tipagem do HPV

O DNA total das amostras foi extraido utilizando o conjunto de reagentes QlAamp DNA
Mini Kit (QIAGEN) conforme as especificacfes do fabricante, exceto para a etapa de eluigédo
do DNA das amostras de swab bucal, a qual foi realizada com 30 uL de tampéo AE contido no
conjunto de reagentes. As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C.

Para detec¢ao do HPV, 100 a 250 ng de DNA foram submetido a PCR-nested para
amplificacdo de fragmentos do gene L1 do capsideo do HPV. Nas primeiras etapas das PCRs
foram utilizados 0,1 uM de iniciadores PGMY (Gravitt et al. 2000), 200 uM de cada dNTP, 1
mM de Mg e 1 U de Taq Platinum (Invitrogen). Nas segundas etapas das PCRs foram
utilizados 2 uM dos iniciadores GP05/06+ (de Roda Husman et al. 1995), 200 uM de cada
dNTP, 2 mM de Mg* e 1 U de Tagq Platinum (Invitrogen). O primeiro conjunto de iniciadores
foi utilizado para amplificacdo de um fragmento de 450 pares de base (pb), sendo utilizado 5
pL do produto dessa reacdo para a realizacdo da segunda etapa para amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 140 pb. Em todos os testes para a deteccdo viral foram
utilizados um controle positivo, constituido de 100 ng de DNA isolado da linhagem HelLa

(HPV18+) e/ou CaSKi (HPV16+), e um controle negativo sem adi¢do de DNA.
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As PCRs foram realizadas sob as seguintes condicdes: 40 ciclos (desnaturagéo a 94°C
por 2 minutos; anelamento a 55°C na 1? etapa e 42°C na 22 etapa por 30 segundos; extensdo a
72°C por 40 segundos), precedidos por 2 minutos a 95°C e finalizados com 2 minutos de
extensdo, seguidos por resfriamento a 4°C. Essas reac0es foram realizadas em termocicladores
GeneAmp PCR System 2400 e 9600 (Applied Biosystems).

Os produtos amplificados foram submetidos a purificagdo utilizando o GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (Amershan Biosciences) para posterior sequenciamento
dos fragmentos. As reacfes de sequenciamento foram realizadas utilizando 2,5 puL do ABI
Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction V3.1 (Applied Biosystems), 3,2
pmoles do iniciador, 2 a 4 uL de DNA purificado e agua mili-Q g.s.p. 10 pL. Essas reagdes
consistiram de 25 ciclos (desnaturacdo a 96°C por 10 segundos; anelamento a 50°C por 5
segundos; extensdo a 60°C por 4 minutos). Apos a reacdo, as amostras foram armazenadas ao
abrigo da luz a -20°C até a etapa da precipitacdo com isopropanol e posterior ressuspensdo do
material em formamida HiDi (Applied Biosystem). As sequéncias foram obtidas utilizando os
sequenciadores ABI 3730 ou ABI 3130 (Applied Biosystem) da Plataforma de Sequenciamento
de DNA/ PDTIS-FIOCRUZ ou do INCA, respectivamente.

A identificacdo dos tipos de HPV foi realizada primeiramente pelo programa BLASTn
(disponivel em http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), sendo 0s tipos virais encontrados
confirmados por andlises filogenéticas através da edicao e alinhamento das sequéncias obtidas
com sequéncias de referéncia de HPV retiradas do GenBank. As andlises das relacdes
filogenéticas entre as cepas foi realizada com o programa MEGA 5.0, método Neighbor-Joining
e Kimura 2-pardmetros como modelo de substituicdo nucleotidica (Tamura et al. 2011).

A classificacdo do potencial carcinogénico das cepas foi realizada de acordo com os
dados disponibilizados pela IARC em http://monographs.iarc.fr/ENG/Classification/index.php

(Gltima atualizacdo em 20 de junho de 2012).
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4.7. Andlises histopatoldgicas e construgdo dos Tissue Microarrays

O material tumoral dos pacientes incluidos no estudo foi analisado através de laminas
com sec¢Oes de 3 um coradas por hematoxilina e eosina (HE), segundo técnica padrao (Carson
et al. 1996), para selecdo dos blocos com melhor representatividade da neoplasia. Desta forma,
cada paciente teve apenas um bloco de parafina utilizado em todas as etapas experimentais do
estudo. Todos os casos foram revisados independentemente pelo Dr. Mario Henrique
Magalhées Barros, do Instituto de Patologia Unfalkrankenhaus Berlin (UKB), Alemanha e pelo
Dr. Roberto Alfonso Arcuri da Diviséo de Patologia do INCA, e classificados de acordo com a
World Health Organization (WHO 2005, disponivel em
http://www.iarc.fr/en/publications/pdfs-online/pat-gen/bb9/index.php). Os pacientes foram
estadiados de acordo com o sistema TNM (Tumor, Node, Metastasis) e 0s critérios
determinados pela UICC

Dois TMAs foram construidos para a realizacao deste estudo, sendo 0 TMAL com casos
de cancer da cavidade oral e hipofaringe/ laringe e 0 TMA2 com casos de cancer de orofaringe.
Adicionalmente, um caso com amostra de tecido de mucosa normal e controles positivos para
HPV e EBV foram incluidos em ambos os TMAs. A inclusdo dos controles positivos citados
foi feita a partir da construgcdo de cell-blocks desenvolvidos no laboratério (Anexo 7) com
auxilio do Dr. Gustavo Stefanoff, utilizando as linhagens celulares de carcinoma cervical
positivas para HPV, CaSki e HelLa, mantidas em cultura na Divisdo de Genetica do INCA. O
cell-block feito a partir da linhagem celular proveniente de Linfoma de Burkitt, positiva para
EBV, denominada Raji foi gentilmente cedido pelo Dr. Méario Henrique Magalhées Barros.

A construcdo dos TMAs foi realizada em colaboragéo com a Dra. Claudia Esther Alicia
Rocio Hassan do Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Transplante de Medula Ossea
(CEMO) do INCA, do Dr. Fernando Augusto Soares e do técnico Carlos Ferreira Nascimento,

do Departamento de Patologia do Hospital A. C. Camargo, Sdo Paulo.
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A montagem dos TMAs foi realizada a partir da selecdo de duas &reas diferentes e
representativas do tumor de cada paciente identificadas pelo Dr. Méario Henrique Magalhées
Barros em laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE). As regides selecionadas foram
identificadas nos respectivos blocos de parafina com material tumoral, dos quais foram
excisados dois cilindros de 1 mm de didmetro posteriormente transferidos para um bloco
receptor de parafina utilizando o Tissue Microarrayer Beecher SilverSpring (Beecher
Instruments). Para uma melhor aderéncia do material, uma lamina de vidro foi colocada na
superficie de inclusdo dos tecidos, os quais foram mantidos a 37°C por 30 minutos e,
posteriormente submetidos a gentil pressdao sobre a ldamina para nivelamento de possiveis
irregularidades durante a construcdo dos TMAs.

A partir dos blocos de TMAs foram feitas laminas com espessura de 3 um com e/ou
sem o sistema de transferéncia por adesivo (Instrumedics). Na utilizacdo desse sistema, 0
adesivo foi colocado na superficie do bloco de TMA submetido aos cortes, sendo estes
transferidos para laminas de vidro revestidas (Starfrost, Instrumedics) e mantidos por cinco
minutos em luz ultravioleta. A remocdo do adesivo foi feita ap6s incubagdo por cinco minutos
em solvente ndo clorinado (TPC, Instrumedics). As laminas foram identificadas e entéo
submetidas a um banho de parafina (Paraplast Merck) para posterior armazenamento a -20°C.
Os blocos de TMA construidos foram mantidos a temperatura ambiente.

Todas as analises de ISH foram realizadas em laminas sem adesivo e de IHQ em laminas
com adesivo, sendo todos esses ensaios realizados em colaboracdo com o Dr. Gerald
Niedobitek, diretor do Instituto de Patologia Unfalkrankenhaus Berlin na Alemanha, durante o

periodo de dezembro de 2011 a margo de 2012.
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4.8. Andlise da presenca e determinacdo do estado fisico do HPV por ISH

Dois conjuntos de reagentes foram utilizados para detec¢do do HPV por ISH neste
estudo. O primeiro conjunto, INFORM HPV Il Probes (Ventana Medical Systems) incluiu
sondas para hibridizacdo de 11 tipos de HPVs de alto-risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 51, 52, 56,
58 e 66), enquanto o segundo conjunto de sondas foi utilizado para hibridiza¢do de dois tipos
de HPVs de baixo-risco (6 e 11). Essa metodologia também permitiu a anélise do status do
genoma viral, se episomal, integrado ou com a presenca de ambas as formas. Essas analises
foram realizadas a partir de sec¢Oes de 3 um feitas a partir dos blocos de TMA de acordo com
as instrucdes do fabricante utilizando o equipamento de auto-marcacgio Ventana Benchmark®.

Os casos mostrando sinais nucleares pontuais foram considerados como HPV com
genoma integrado ao DNA tumoral, enquanto os casos mostrando clusters (sinais aglomerados)
exclusivamente citoplasmaticos foram considerados como HPV com genoma episomal. De
acordo com o fabricante, artefatos ou marcacdo nao-especifica foram considerados como:
presenca de precipitados na regido ndo-celular de estroma, marcacao no citoplasma de células
polimorfonucleadas (PMN), eosinofilos, linfdcitos, células endoteliais ou marcacdo de

nucléolos.
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4.9. Analise da expressao de RNAmM de E6 e E7 do HPV por ISH

A deteccdo de transcritos de RNAm das proteinas virais E6 e E7 do HPV foi realizada
utilizando o conjunto de reagentes RNAscope® 2.0 FFPE Assay Brown (DAB), para deteccéo
de tipos de HPV de alto-risco (Wang et al. 2012). As reacOes foram realizadas de acordo com
as instruc@es do fabricante, exceto pela utilizacdo de estufa ao invés do sistema de hibridizacdo
HybEZTM.

Os casos foram consideradas positivos para a expressdo do RNAm de E6 e E7 com a

presenca de mais de um ponto de marcacgdo por célula.

4.10. Avaliacéo de p16INK4a

A andlise qualitativa de p16INK4a por imuno-histoquimica foi realizada utilizando o
conjunto de reagentes CINtec® Histology, clone E6H4 (MTM Laboratories, Heidelberg,
Germany) conforme detalhado no Anexo 8.

A superexpressdo de p16INK4a foi considerada pela marcagéo citoplasmatica e nuclear

forte ou difusa de mais que 70% das células tumorais.

4.11. Anédlise da prevaléncia do Epstein-Barr Virus (EBV) por ISH

A infecgéo pelo EBV foi determinada por ISH utilizando sondas biotiniladas para RNAs
transcritos a partir do gene EBER1, expresso no nucleo das células infectadas em laténcia

seguindo o protocolo detalhado no Anexo 9.
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4.12. Diversidade de tipos de HPV em uma populacéo de mulheres com e sem lesdo
cervical residentes no estado do Rio de Janeiro e comparacdo dos resultados
encontrados com os tipos de HPV detectados no estudo caso-controle realizado a

partir de amostras obtidas da regido orofaringea

A diversidade e frequéncia dos diferentes tipos de HPV em amostras cervicais foram
estimadas a partir da anélise de 297 amostras cervicais coletadas previamente de mulheres
residentes nos municipios de Duque de Caxias e Nova lguacu. Para a realizacdo desse estudo,
amostras de células cervicais em suspensao utilizadas em estudos prévios (Girianelli et al. 2009;
Girianelli & Santos Thuler 2007; Girianelli et al. 2006) foram gentilmente cedidas pela Dra.
Lucilia Maria Gama Zardo da Secédo Integrada de Tecnologia em Citopatologia (SITEC) do
INCA em agosto de 2008. Esse estudo possui aprovacdo pelo CEP do INCA sob nimero 19/05
(Anexo 10). Os resultados desse estudo foram publicados em janeiro de 2011 (Anexo 11) e
foram aqui utilizados para comparagéo da diversidade do HPV de casos e controles da regido

orofaringea.
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4.13. Andlises estatisticas

A anélise das variaveis categoricas foi realizada através de proporgdes e as diferencas
entre as proporcdes avaliadas utilizando o teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher. As
variaveis continuas foram analisadas usando medidas de tendéncia central e disperséo,
enquanto as diferengas entre as médias foram estimadas usando a estatistica de t-Student. Todos
0s testes estatisticos foram bicaudais e o grau de significancia utilizado foi de 0,05.

Raz6es de Chances (RC) brutas e ajustadas e seus respectivos Intervalos de Confianca
(IC) de 95% foram estimados por regressdo logistica multivariada. Modelos preditores para
cancer de cabeca e pescogo e para cancer de orofaringe foram construidos pelo método direto
considerando p-entrada < 5% e p-saida < 10% utilizando como critério de entrada a
significancia estatistica e a importancia bioldgica.

Os percentuais de concordancia entre as diferentes metodologias para detec¢do do HPV
foram estimados por estatistica Kappa, a fim de ponderar o efeito da concordancia pelo acaso.
Todas as analises foram realizadas usando o software SPSS versdo 19 para Windows (Chicago:
SPSS Inc.).

A sensibilidade e especificidade dos testes de hibridizaco in situ para deteccdo de DNA
e RNA do HPV e imuno-histoquimica para analise de superexpressdo de pl6INK4a foram
calculadas separadamente, baseadas na metodologia padrdo-ouro para detec¢do do HPV por
PCR. A sensibilidade foi estimada pela proporcao de individuos com resultado positivo para as
metodologias de ISHs ou IHQ em relacéo ao numero de individuos que tiveram resultado HPV
positivo por PCR, enquanto a especificidade dos testes foi calculada pela proporcdo de
individuos com resultados negativos por ISH ou IHQ que foram corretamente identificados por

PCR.
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5. Resultados

5.1. Prevaléncia do HPV

A prevaléncia do HPV nos pacientes com cancer de cabeca e pescogo foi de 11,0%
(24/228), enquanto para os controles a prevaléncia foi de 22,9% (52/227).

A partir da analise dos individuos que tiveram os fragmentos do genoma viral
amplificados, 76 sequéncias de HPV foram identificadas, sendo 23 destas provenientes de
pacientes com cancer de cabeca e pescoco e 53 dos individuos controles. Adicionalmente, cinco
individuos do grupo-controle com resultado HPV positivo por PCR néo tiveram as respectivas
sequéncias determinadas devido a baixa qualidade dos eletroferogramas, os quais sdo
sugestivos de co-infeccdo por diferentes tipos de HPV. Apesar da sequéncia do HPV de um
individuo com cancer de orofaringe ndo ter apresentado qualidade suficiente para as analises
filogenéticas, o resultado por BLASTn mostrou similaridade ao HPV16, sendo por isso
considerada infec¢do por HPV de alto-risco para esse paciente nas analises estatisticas.

A analise filogenética realizada com todas as sequéncias de HPV obtidas nesse estudo
(Figura 4) mostrou sete tipos diferentes do HPV associados aos casos de cancer de cabeca e
pescoco (identificados em azul). Nesta andalise, 52,2 % (12/23) das sequéncias foram
identificadas como HPV 16; 17,4 % (4/23) como HPV 6; 13,0 % (3/23) como HPV 18; e 4,3
% (1/23) como cada um dos HPVs 35, 59, 73 e como um possivel novo R-Papillomavirus cuja
sequéncia referéncia depositada no Genbank (acesso 623465) é denominada de RTRX3 (Figura
4 e 5). Para o grupo-controle (identificados em verde), nove tipos de HPV diferentes foram
observados, sendo 52,8 % (28/53) das sequéncias identificadas como HPV 6; 24,5 % (13/53)
como HPV 16; 5,7 % (3/53) como HPV 70; 3,8 % (2/53) como cada um dos HPVs 18, 81 e 82;
e 1,9 % (1/53) como cada um dos HPVs 31, 58 e 66 (Figura 4).

A presenca de co-infeccdo por diferentes cepas de HPV foram identificadas para seis

individuos do grupo-controle (CT 49, 66, 73, 74, 172 e 174). Os diferentes tipos de HPV foram
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identificados a partir de diferentes produtos amplificados, sendo detectado para cinco destes
individuos a presenca de HPV de alto-risco com HPV 6 e um individuo (CT74) com a presenca
dos HPVs 18 e 70. As diferentes cepas de HPV desses individuos foram identificadas como 1

e 2 e mostradas entre parénteses na Figura 4.
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Accession Description = L::e' JE= Vi
0il623465|1.38520.1 Human papillomavirus unidentified type (RTRX3) L1 gene, partial cds 460 460 66%
0il29115651Y15176.1 Human papillomavirus type 80 E6, E7, E1, E2, E4, L2, and L1 genes 283 283 78%

112394277 |AF017184.1 Human papillomavirus major capsid protein L1 gene, partial cds 275 275 72%
i|396932|X74469.1 Human papillomavirus type 17 genomic DNA 271 271 79%
4il1020226|U31786.1 Human papillomavirus type 37, complete genome 27 271 83%
0i|396924|X74468.1 Human papillomavirus type 15 genomic DNA 264 264 95%
gi186461194|EU410348.1 Human papillomavirus type 110, complete genome 260 260 76%
0i|217883512|EUS11341.1  Human papillomavirus isolate 06JAN_PHL_MY110_03 L1 capsid proteir 254 254 73%
0il217883505|EUS11340.1 Human papillomavirus isolate 06JAN_PHL_MY110_02 L1 capsid proteir 248 248 73%
585, 4 Human papillomavirus type 122, complete genome 242 242 76%

Human papillomavirus type 37 L1 protein gene, partial cds 239 238 69%

i|397068|X74464.1 Human papillomavirus type 9 genomic DNA 235 235 82%
06625721 |AF183302.1 Human papillomavirus isolate uwSCC53.2 major capsid protein L1 (L1 235 235 70%
0il6625719|AF193301.1 Human papillomavirus isolate uwSCC53.1 major capsid protein L1 (L1 233 233 80%
0i|238623465|FM355842.1  Human papillomavirus type 113, complete genome 229 229 84%
0i|217882573|EUS11036.1  Human papillomavirus isolate 06JAN_PHL_MY010_08 L1 capsid proteir 229 229 72%
0il3183850|A1001060.1 Human Papillomavirus L1 gene, clone gag9-4 229 229 67%
0i|2781878|AF042006.1 Human papillomavirus isolate IA18 capsid protein (L1) gene, partial c 229 229 67%
0il343411553|HMI99557.1 Human papillomavirus type 145 isolate CL4112, complete genome 225 225 96%
0i|3885354| AF097659.1 Human papillomavirus isolate HPV17b L1 protein gene, partial cds 223 223 53%
qi|186461202|EU410345.1  Human papillomavirus type 111, complete genome 221 221 80%
0il623457|L38916.1 Human papillomavirus type 37 L1 gene, partial cds 219 219 58%
0i|323685674|HM748617.1 Human papillomavirus isolate B21-CP major capsid protein L1 (L1) gei 217 217 70%
0i598358|1.38388.1 Human papillomavirus L1 gene fragment 217 217 78%
0i|2664390]755964.1 Human papillomavirus DNA for partial HPV L1 sequence, clone DL250 212 212 72%
1139837143|A1617545.1  Human papillomavirus proviral partial L1 gene for major capsid proteir 212 212 78%

Figura 5. Resultado obtido pelo BLASTn mostrando a similaridade de 96% entre a sequéncia
COro1 obtida nesse estudo e a sequéncia RTRX3 de um 3-Papillomavirus.

A relacdo de casos de cancer de cabeca e pescoco e controles com exposi¢do ao HPV e
tipos de HPV foi mostrada na tabela 2. Dentre os casos HPV+, 79,2 % (19/24) tiveram as cepas
classificadas como possivelmente de alto-risco ou alto-risco, enquanto no grupo-controle essa
prevaléncia foi de 46,8 % (22/47). A diferenca entre as proporc¢des de HPV de alto risco entre
casos e controles foi estatisticamente significativa (p = 0,011). Para essa estimativa, 0s seis

individuos do grupo-controle com co-infeccdo dupla por tipos de HPV de alto e baixo-risco ou
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dupla para alto-risco foram considerados para a presenca de HPV de alto-risco.
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Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias de HPV nos casos de cancer cabega e pescoco e nos

controles.
Casos de cancer de Controles s
p valor
cabeca e pescoco (N = 228) (N =227)
No. % No. %
Exposi¢do ao HPV
Nao 204 53,8 175 46,2
0,000*
Sim 24 31,6 52 68,4
Tipo de HPV
HPV6 4 14,8 23 85,2
HPV16 13 50,0 13 50,0
HPV18 3 60,0 2 40,0
HPV66 0 0,0 1 100,0
HPV31 0 0,0 1 100,0
HPV35 1 100,0 0 0,0
HPV58 0 0,0 1 100,0
HPV59 1 100,0 0 0,0
HPV70 0 0,0 2 100,0
HPV73 1 100,0 0 0,0
HPV81 0 0,0 2 100,0
HPV82 0 0,0 2 100,0
HPV-RTRX3 1 100,0 0 0,0
Indeterminado 0 0,0 5 100,0
Exposi¢ado por tipo de HPV
Baixo-risco 5 16,7 25 83,3
0,011*
Alto-risco 19 46,3 22 53,7

$Teste de Qui-quadrado.
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A anélise da prevaléncia do HPV estratificada por topografia do tumor mostrou uma
maior prevaléncia de HPV para o cancer de orofaringe (18,3%; 13/71), seguido dos casos de
cancer da cavidade oral (7,2%; 6/83) e casos de cancer de hipofaringe/laringe (6,8%; 5/74).

A tabela 3 mostra a distribuicdo das prevaléncias dos distintos tipos HPV identificados
nos casos de cancer de orofaringe e nos controles. Dentre os casos de cancer de orofaringe
HPV+, 84,6 % (11/13) apresentaram cepas classificadas como possivelmente de alto-risco ou
alto-risco, enquanto no grupo-controle essa prevaléncia foi de 46,8 % (22/47). A diferenca entre
as propor¢des de HPV de alto risco entre casos de orofaringe e controles foi estatisticamente
significativa (p =0,025). Da mesma forma, para essa estimativa, os seis individuos do grupo-
controle com co-infeccdo dupla por tipos de HPV de alto e baixo-risco ou dupla para alto-risco
foram considerados para a presenca de HPV de alto-risco.

A distribuicdo das frequéncias dos diferentes estadiamentos e graduagdes
histopatoldgicas dos casos de cancer de cabeca e pescoco foram descritos segundo o sitio
anatdmico na Tabela 4. Uma maior proporcdo de HPV de alto-risco foi encontrada entre os
casos com estadiamento avancado (graus Il e V), quando comparados aos casos com
estadiamento precoce (graus | ou I1) tanto para casos de cancer de cabeca e pescogo quanto para
0s casos de cancer de orofaringe, embora as diferencas entre as propor¢des nao tenham sido

estatisticamente significativas (Anexos 12 e 13).
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Tabela 3. Distribuicéo das prevaléncias de HPV, mostradas por tipos virais, nos casos de cancer

de orofaringe e nos controles.

Casos de cancer de Controles

8
orofaringe (N =71) (N =227) p valor
No. % No. %
Exposi¢cdo ao HPV
Nao 58 24.9 175 75.1
0,51
Sim 13 20,0 52 80,0
Tipo de HPV
HPV6 1 4,2 23 95,8
HPV16 9 40,9 13 59,1
HPV18 0 0 2 100
HPV66 0 0 1 100
HPV31 0 0 1 100
HPV35 1 100 0 0
HPV58 0 0 1 100
HPV59 1 100 0 0
HPV70 0 0 2 100
HPV81 0 0 2 100
HPV82 0 0 2 100
HPV-RTRX3 1 100 0 0
Indeterminado 0 0 5 100
Exposi¢ado por tipo de HPV
Baixo-risco 2 7.4 o5 92.6
0,025*
Alto-risco 11 333 22 66,7

$Teste de Qui-quadrado.
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Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias dos estadiamentos e graduacdes histopatologicas dos

casos de cancer de cabeca e pesco¢o segundo o sitio anatdmico.

Cavidade oral (N=83)  Orofaringe (N=71) Hipofaringe/Laringe (N=74)

N % N % N %

Estadiamento

I+11 31 48,4 18 28,1 15 23,4

NE3\Y 29 23,0 52 41,3 45 35,7
Grau do tumor

1 32 47,1 21 30,9 15 22,1

2 45 34,4 33 25,2 53 40,5

3 5 19,2 15 57,7 6 23,1

5.2. Descricdo da populacdo do estudo segundo as caracteristicas epidemioldgicas

e ambientais

5.2.1. Cancer de cabeca e pescoco

Na tabela 5 € possivel observar uma diferenca estatisticamente significativa entre casos
de cancer de cabeca e pescogo e controles em relagdo ao sexo dos individuos (p = 0,000). O
mesmo foi observado entre as médias de idade dos casos (60,58 anos; + 11,3) e dos controles
(52,52 anos; + 11,9).

De acordo com estas analises de proporcdes, as variaveis cor da pele, grau de instrucdo,
higiene oral, consulta ao odontologista, exposi¢do ao tabaco, tempo de tabagismo, consumo
estimado em numero de pacotes-ano, exposi¢cdo ao alcool, tempo de etilismo, carga etilica,
preferéncia sexual, nUmero de parceiros sexuais, pratica de sexo oral e niUmero de parceiros
com sexo oral e realizacdo de teste para deteccdo do HIV foram estatisticamente significativas

(p < 0,05).
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Tabela 5. Distribuicdo das caracteristicas epidemioldgicas e ambientais entre os casos de cancer

de cabeca e pescoco e controles.

Casos de cancer de Controles
cabeca e pescoco (N = 228) (N =227) p valor
No. % No. %

Varidveis epidemioldgicas
Sexo

Feminino 44 21,7 115 72,3

Masculino 184 62,2 112 37,8 0.000%
Cor da pele

Negra 17 28,8 42 71,2

Parda 90 43,9 115 56,1 0,000*

Branca 105 60 70 40
Situacdo conjugal

Com companheiro 127 454 153 56,6

Sem companheiro 88 54,3 74 45,7 0.069
Grau de instrucéo

Superior 13 21,7 34 72,3

Ensino médio/ fundamental 172 47,9 187 52,1 0,000*

Alfabetizado/ analfabeto 30 83,3 6 16,7
Higiene oral

>3 vezes/dia 39 22,4 135 77,6

2 vezes/dia 39 35,5 71 64,5 0,001*

<1 vez/dia 21 50 21 50
Consulta ao odontologista

Néo 58 38,2 94 61,8

Sim 40 23,6 132 76,7 0,004
Uso de enxaguante bucal

Néo 55 27,5 145 72,5

Sim 41 33,6 81 66,4 0,245
Continuap>
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Continuacdo da Tabela 5V

Casos de cancer de cabeca

Controles

I
e pescoco (N =228) (N =227) pvalor
No. % No. %
Variaveis ambientais
Exposicéo ao tabaco
Nunca tabagista 28 13,0 126 55,8
] 0,000*
Ex ou atual tabagista 187 87,0 100 44,2
Tempo de tabagismo
<25 anos 27 34,6 51 65,4
0,000*
>25 anos 160 76,6 49 23,4
N° de pacote-anos
<25 pacotes/ano 44 44 56 56
0,000*
>25 pacotes/ano 143 76,5 44 23,5
Idade inicio do tabagismo
>16 anos 17 56,7 13 43,3
0,316
<16 anos 170 65,9 88 34,1
Exposicao ao alcool
Nunca etilista 48 32,7 99 67,3
Ex-etilista 137 67,2 67 32,8 0,000*
Atual etilista 43 41,3 61 58,7
Tempo de etilismo
<11 anos 8 20 32 80
12-21 anos 16 34 31 66 0,000*
>21 anos 140 69 60 31
Carga etilica
<9 g/dia de etanol 9 22,5 31 77,5
10-21 g/dia de etanol 9 29 22 71 0,000*
>21 g/dia de etanol 146 71,6 58 28,4
Preferéncia sexual
Heterossexual 86 21,7 224 72,3
. 0,000*
Homossexual ou bissexual 12 85,7 2 14,3

Continuap
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Continuacgdo da Tabela 5V

Casos de cancer de cabeca

Controles

|
e pescoco (N =228) (N =227) p vaior
No. % No. %
Sexarca
<15 anos 70 27,8 182 72,2
0,069
>15 anos 27 39,1 42 60,9
N° de parceiros
<2 parceiros 13 17,8 60 82,2
3-6 parceiros 26 28,9 64 71,1 0,029*
>7 parceiros 59 37,1 100 62,9
Prética de sexo oral
Né&o 56 36,6 97 63,4 0,020*
Sim 42 24,7 128 75,3
N° de parceiros sexo oral
<2 parceiros 19 22,4 66 77,6
3-6 parceiros 18 40 27 60 0,010*
>7 parceiros 5 12,5 35 87,5
Uso de preservativo
Geralmente ou sempre 13 18,8 56 81,2
Raramente 30 35,3 55 64,7 0,06
Nunca 54 32,3 113 67,7
Exposicdo a DST
Né&o 67 28,2 171 71,8
. 0,152
Sim 32 34,6 56 63,6
Testagem para HIV
N&o 69 36,9 118 63,1
. 0,004*
Sim 30 21,9 107 78,1
Exposi¢do ao HPV
Nao 204 89,5 175 77,1
. 0,000*
Sim 24 10,5 52 22,9
Exposi¢ado por tipo de HPV
Baixo-risco 5 20,8 25 53,2
. 0,011*
Alto-risco 19 79,2 22 46,8
Exposicéo por HPV16
Negativo 215 94,3 214 94,3
" 1,000
Positivo 13 57 13 57
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A tabela 6 apresenta as estimativas de risco para cancer de cabeca e pescoco brutas e
ajustadas por sexo, idade, tabaco e alcool, segundo as caracteristicas epidemioldgicas e
ambientais. Nestas andlises foi observado que individuos autorreferidos como pardos
apresentaram um risco 6,55 vezes maior (IC 95% = 2,36 - 18,22) de cancer de cabeca e pescoco
quando comparados aos individuos declarados negros, independente do sexo, idade e consumo
de alcool e tabaco. Da mesma forma, os individuos que se consideraram brancos apresentaram
um risco independente para o cancer de cabeca e pescoco 3,03 vezes maior (IC 95% = 1,17 -
7,85) que aqueles que se declararam negros.

Uma relacéo direta entre os individuos com menor grau de instrucao e risco para cancer
de cabeca e pescoco foi verificada independente do sexo, idade e consumo de alcool e tabaco.
Desta forma, comparados aos individuos com elevado nivel de instrucdo (nivel superior), os
individuos com escolaridade basica (até o ensino médio) apresentaram um risco 6,17 vezes
maior (IC 95% = 2,18 - 17,41), enquanto os individuos alfabetizados ou analfabetos
apresentaram um risco 11,57 vezes maior (IC 95% = 2,29 - 58,57) (Tabela 6).

Em relacdo ao consumo de tabaco, um maior risco para o cancer de cabeca e pescogo
foi observado para os individuos que atualmente fumam ou ja fumaram (RC 9,91; IC 95% =
1,05 - 4,87) em comparacdo aos que nunca fumaram independente do sexo, idade e consumo
de élcool. Nas comparacGes de tempo de tabagismo e o nimero de pacotes-ano consumidos,
um maior risco para o cancer de cabeca e pescoco também foi verificado para os individuos que
fumaram por mais de 25 anos (RC 5,16; IC 95% = 2,43 - 10,96) em comparacdo aos que
fumaram por um periodo menor, e para aqueles que consumiram mais de 25 pacotes-ano (RC
3,43; 1C 95% = 1,73 - 6,80), independente da idade, sexo e do consumo de alcool (Tabela 6).

Nas analises de tempo de etilismo, um risco aumentado de 4,87 vezes para o0 cancer de
cabeca e pescogo foi verificado para os individuos que consumiram alcool por mais de 21 anos
(IC 95% = 1,90 - 12,48) quando comparados aos que consumiram por menos que 11 anos. Da

mesma forma, um risco 5,71 vezes maior (IC 95% = 2,18 - 14,97) também foi verificado para
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os individuos que consumiram mais de 21 gramas de etanol por dia em comparagdo aqueles
que consumiram menos que 9 gramas de etanol por dia, independente da idade, sexo e do
consumo de tabaco (Tabela 6).

Em relago aos habitos sexuais, a orientacdo sexual homossexual ou bissexual, mostrou
um risco 26,61 vezes maior (1C 95% = 1,55 - 456,92) para o cancer de cabeca e pescogo que 0s
individuos heterossexuais. Um risco 3,49 vezes maior para o cancer de cabeca e pescogo
também foi observado para os individuos com 3 a 6 parceiros sexuais em comparagdo aqueles
com menos que 2 parceiros (IC 95% = 1,09 - 11,23), independente da idade, sexo e do consumo
de alcool e tabaco (Tabela 6).

Nas andlises brutas de associacao, a exposi¢do ao HPV de alto-risco mostrou um risco
4,32 vezes maior (IC 95% = 1,38 - 13,50) para o cancer de cabeca e pescoc¢o, quando
comparados a exposi¢do por HPV de baixo-risco. No entanto, apds o ajuste por consumo de
alcool e tabaco, o risco perdeu a significancia estatistica embora tenha permanecido maior para
os individuos positivos para HPV de alto risco (OR= 2,7; IC 95% = 0,50 - 14,59). Nenhuma
associacao foi verificada quanto a exposicdo ao HPV16 e o cancer de cabeca e pescoco (Tabela

6).
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Tabela 6. Razdes de chance brutas e ajustadas para o cancer de cabeca e pescoco, segundo as

caracteristicas epidemioldgicas, ambientais e moleculares.

Razodes de Chances

Bruta 1C95% Ajustada® IC 95 %

Variaveis epidemioldgicas
Sexo

Feminino 1,0 1,0

Masculino 4,29 (2,82-6,53)* 2,26 (1,05-4,87)*
Cor da pele

Negra 1,0 1,0

Parda 3,71 (1,96-7,02)* 6,55 (2,36-18,22)*

Branca 1,93 (1,03-3,62)* 3,03 (1,17-7,85)*
Situacédo conjugal

Com companheiro 1,0 1,0

Sem companheiro 1,43 (0,97-2,11) 1,73 (0,86-3,50)
Grau de instrucéo

Superior 1,0 1,0

Ensino médio/ fundamental 2,41 (1,23-4,71)* 6,17 (2,18-17,41)*

Alfabetizado/ analfabeto 13,08 (4,42-38,69)* 11,57 (2,29-58,57)*
Higiene oral

>3 vezes/dia 1,0 1,0

2 vezes/dia 1,90 (1,12-3,23)* 1,43 (0,55-3,71)

<1 vez/dia 3,46 (1,72-6,98)* 1,29 (0,56-2,98)
Consulta ao odontologista

Néo 1,0 1,0

Sim 0,49 (0,30-0,80)* 0,71 (0,34-1,48)
Uso de enxaguante bucal

Né&o 1,0 1,0

Sim 1,33 (0,82-2,17) 1,05 (0,49-2,24)
Continuap>
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Continuacdo da Tabela 6 ¥

Razbes de Chances

Bruta IC 95 % Ajustada® 1C 95 %

Variaveis ambientais
Exposicdo ao tabaco

Nunca tabagista 1,0 1,0

Ex ou atual tabagista 8,42 (5,23-13,55)* 9,91 (1,05-4,87)*
Tempo de tabagismo

<25 anos 1,0 1,0

>25 anos 6,17 (3,5-10,86)* 5,16 (2,43-10,96)*
N° de pacote-anos

<25 pacotes/anos 1,0 1,0

>25 pacotes/anos 4,14 (2,46-6,96)* 3,43 (1,73-6,80)*
Idade inicio do tabagismo

>16 anos 1,0 1,0

<16 anos 1,48 (0,69-3,18) 1,88 (0,69-5,12)
Exposicéo ao alcool

Nunca etilista 1,0 1,0

Ex-etilista 4,22 (2,68-6,63)* 0,95 (0,50-1,79)

Atual etilista 1,45 (0,86-2,45) 0,51 (0,25-1,04)
Tempo de etilismo

<11 anos 1,0 1,0

12-21 anos 2,07 (0,77-5,51) 1,70 (0,57-5,06)

>21 anos 8,89 (3,85-20,38)* 4,87 (1,90-12,48)*
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0 1,0

10-21 g/dia de etanol 1,41 (0,48-4,12) 1,65 (0,47-5,84)

>21 g/dia de etanol 8,67 (3,89-19,34)* 571 (2,18-14,97)*
Preferéncia sexual

Heterossexual 1,0 1,0

Homossexual ou bissexual 15,63 (3,43-71,27)* 26,61 (1,55-456,917)*

Continuap
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Continuacgdo da Tabela 6 ¥

Razbes de Chances

Bruta IC 95 % Ajustada® 1C 95 %

Sexarca

>15 anos 1,0 1,0

<15 anos 1,67 (0,96-2,92) 0,98 (0,44-2,16)
N° de parceiros

<2 parceiros 1,0 1,0

3-6 parceiros 1,87 (0,88-3,98) 0,61 (0,12-3,01)

>7 parceiros 2,72 (1,38-5,38)* 0,52 (0,11-2,58)
Prética de sexo oral

Né&o 1,0 1,0

Sim 0,57 (0,35-0,92)* 0,56 (0,26-1,22)
N° de parceiros sexo oral

<2 parceiros 1,0 1,0

3-6 parceiros 2,32 (1,10-5,08)* 3,49 (1,09-11,23)*

>7 parceiros 0,5 (0,17-1,44) 0,62 (0,15-2,53)
Uso de preservativo

Geralmente ou sempre 1,0 1,0

Raramente 2,06 (1,04-4,08)* 2,59 (0,90-7,44)

Nunca 2,35 (1,10-4,97)* 2,60 (0,82-8,22)
Exposicdo a DST

Né&o 1,0 1,0

Sim 1,46 (0,87-2,45) 0,92 (0,42-2,04)
Testagem para HIV

Né&o 1,0 1,0

Sim 0,48 (0,29-0,79)* 0,51 (0,24-1,11)
Exposi¢do ao HPV

Né&o 1,0 1,0

Sim 0,4 (0,23-0,67)* 0,48 (0,21-1,09)
Exposi¢ado por tipo de HPV

Baixo-risco 1,0 1,0

Alto-risco 4,32 (1,38-13,50)* 2,70 (0,50-14,59)
Exposi¢cdo por HPV16

Negativo 1,0 1,0

Positivo 1,0 (0,45-2,20) 0,56 (0,18-1,76)

SRazdes de Chances ajustadas por sexo, idade, tabagismo (exposicio ao tabaco) e etilismo (carga etilica).
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A andlise exploratéria da interacdo do tabagismo e o etilismo no risco do cancer de
cabeca e pescoco foi apresentada na tabela 7. De acordo com esta analise, foi observado um
risco 5,87 vezes maior para os tabagistas atuais ou ex-tabagistas e consumidores de mais que
21 gramas de etanol por dia (IC 95% = 2,13 - 16,20) quando comparados aos individuos que

nunca fumaram e consumiam menos de 9 gramas de etanol por dia.

Tabela 7. Andlise exploratoria da interacéo entre consumo de lcool e tabaco no risco de cancer
de cabeca e pescoco.

Razdes de Chances (IC 95%)%

Nunca tabagista Ex ou atual tabagista

Etilismo

Nunca etilista 1,0 1,0

Ex ou atual etilista 0,40 (0,14-1,19) 1,03 (0,49-2,17)
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0 1,0

10-21 g/dia de etanol 1,41 (0,04-57,16) 1,59 (0,41-6,23)

>21 g/dia de etanol 6,49 (0,22-188,85) 5,87 (2,13-16,20)*

SRazdes de Chances ajustadas por sexo e idade.

Dentre os individuos que nunca fumaram, o risco de cancer de cabeca e pescogo em
individuos positivos para HPVs de alto-risco foi 5,84 vezes maior quando comparados aos
individuos com HPV de baixo-risco, embora sem significancia estatistica (IC 95% = 0,43 -
78,84). Em adicdo, um risco 5,33 vezes maior para o cancer de cabeca e pescoco foi observado
para os individuos positivos para HPV16 e que nunca fumaram em comparacao aos individuos
negativos ou com outros tipos de HPV, ainda que com valores limitrofes de significancia

estatistica (Tabela 8).
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Tabela 8. Avaliacdo do efeito do HPV no risco de cancer de cabeca e pescogo, segundo o status

de consumo de alcool e tabaco.

Razoes de Chances (IC 95%)3

Nunca Ex ou atual Nunca Ex ou atual
tabagista tabagista etilista etilista
Resultado para HPV
Negativo 1,0 1,0 1,0 1,0
Positivo 1,14 (0,4-3,24) 0,27 (0,13-0,58) 0,45 (0,14-1,45) 0,32 (0,16-0,63)
Exposicao por tipo de HPV
Baixo-risco 1,0 1,0 1,0 1,0
Alto-risco 5,84 (0,43-78,84) 2,86 (0,63-12,89) 2,94 (0,20-42,99) 3,19 (0,77-13,28)
Exposicao por HPV16
Negativo 1,0 1,0 1,0 1,0
Positivo 5,33 (0,94-30,19) 0,37 (0,14-1,01) 1,25(0,17-9,34) 0,6 (0,22-1,59)

SRazbes de Chances ajustadas por sexo e idade.

Entre os individuos nunca tabagistas e nunca etilistas, o risco de cancer de cabeca e
pescogo para os individuos positivos para HPV de alto-risco foi 5,56 vezes maior do que para
os individuos positivos para HPV de baixo risco, embora sem significancia estatistica (IC 95%
= 0,48 - 64,68). Além disso, quando avaliado o risco de cancer de cabeca e pescoco entre 0s
individuos positivos para HPV16 entre aqueles ndo expostos ao tabaco e ao alcool, foi
observado uma razdo de chance de 2,38 (IC 95% = 0,53 - 10,67), embora sem significancia

estatistica (IC 95% = 0,53 - 10,67; Tabela 9).
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Tabela 9. Associacéo entre 0 HPV e o cancer de cabeca e pescoco, segundo o efeito conjunto

do consumo de alcool e tabaco.

Razdes de Chances (IC 95%)%

- Etilismo + Etilismo - Etilismo + Etilismo
- Tabagismo - Tabagismo + Tabagismo + Tabagismo
Resultado para HPV
Negativo 1,0 1,0 1,0 1,0
Positivo 0,57 (0,22-1,43) 0,42 (0,23-0,77) 0,37 (0,19-0,70) 0,30 (0,16-0,58)
Exposicao por tipo de HPV
Baixo-risco 1,0 1,0 1,0 1,0
Alto-risco 5,56 (0,48-64,68) 2,97 (0,85-10,46) 2,60 (0,71-9,57) 3,35 (0,82-13,69)
Exposi¢do por HPV16
Negativo 1,0 1,0 1,0 1,0
Positivo 2,38 (0,53-10,67) 0,86 (0,34-2,16) 0,55 (0,22-1,42) 0,56 (0,22-1,43)

O sinal (-) significa nunca tabagista/ etilista, enquanto o sinal (+) significa ex- ou atual tabagista/ etilista. SRazdes
de Chances ajustadas por sexo e idade.

A tabela 10 mostra 0 modelo preditor do risco de cancer de cabeca e pesco¢o na amostra
do presente estudo. De acordo com este modelo, os individuos tabagistas atuais ou ex-tabagistas
apresentaram um risco 13,06 vezes maior de cancer de cabega e pesco¢o, quando comparados
aos individuos que nunca fumaram (IC 95% = 4,19 - 40,75), independente do sexo, idade, carga
etilica, cor da pele e grau de instrucdo. Adicionalmente, uma relacdo direta da carga etilica com
o risco de cancer de cabeca e pescoco foi observada nesse modelo, de modo que os individuos
gue consomem mais que 21 gramas de etanol por dia apresentaram um risco 8,16 vezes maior
(IC 95% = 2,74 - 24,26) que aqueles que consomem até 9 gramas de etanol por dia, mesmo
controlando o efeito de sexo, idade, tabagismo, cor da pele e grau de instrucdo. O modelo
proposto mostra ainda que os individuos de cor da pele parda ou branca apresentam um risco
aumentado de cancer de cabeca e pesco¢o comparado as pessoas de cor da pele negra (RCs 8,56
e 3,95, respectivamente), independente do sexo, idade, consumo de alcool e tabaco, e grau de
instrucdo. Uma relacao direta entre o risco de cancer de cabeca e pescoco e 0 grau de instrucéo
foi também observada nesse modelo, de modo que comparados aos individuos com nivel
superior, os individuos com escolaridade basica (ensino fundamental ou médio) e individuos

alfabetizados ou analfabetos mostraram um risco independente (RCs 7,37 e 19,03,
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respectivamente). Os demais modelos testados com os dados desse estudo estdo disponiveis no

Anexo 14.

Tabela 10. Modelo preditor do risco de cancer de cabeca e pescoco na amostra de casos e
controles hospitalares do Rio de Janeiro.

Razdes de Chances (IC 95%)%

Tabagismo
Nunca tabagista 1,0
Ex ou atual tabagista 13,06 (4,19-40,75)*

Etilismo (carga etilica)

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 1,81 (0,46-7,14)

>21 g/dia de etanol 8,16 (2,74-24,26)*
Cor da pele

Negra 1,0

Parda 8,56 (2,94-24,91)

Branca 3,95 (1,46-10,65)*

Grau de instrucéo

Superior 1,0
Ensino médio/ fundamental 7,37 (2,50-21,72)*
Alfabetizado/ analfabeto 19,03 (3,37-107,58)*

SRazdes de Chances ajustadas por sexo, idade e demais variaveis do modelo.
Log de Verossimilhanga: 221,349; R%0,56.
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5.2.2. Cancer de orofaringe

Natabela 11 € possivel observar uma diferenca estatisticamente significativa entre casos
de céncer de orofaringe e controles em relagdo ao sexo dos individuos (p = 0,000). O mesmo
foi observado entre as médias de idade dos casos (59,34 anos; + 10,80) e dos controles (52,52
anos; +11,9).

De acordo com estas analises de proporcdes, as varidveis grau de instrucao, higiene oral,
consulta ao odontologista, exposi¢cdo ao tabaco, tempo de tabagismo, consumo estimado em
nimero de pacotes-ano, exposi¢do ao alcool, tempo de etilismo, carga etilica, preferéncia
sexual, nimero de parceiros sexuais, numero de parceiros com sexo oral, realizacdo de teste
para deteccdo do HIV e exposigéo por tipo de HPV (alto ou baixo-risco) foram estatisticamente

significativas (p < 0,05).
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Tabela 11. Distribuicdo das caracteristicas epidemioldgicas e ambientais entre os casos de

cancer de orofaringe e controles.

Casos de cancer de Controles
orofaringe (N =71) (N =227) p valor
No. % No. %
Varidveis epidemioldgicas
Sexo
Feminino 9 12,7 62 87,3
Masculino 115 50,7 112 49,3 0.000%
Cor da pele
Negra 5 7.4 42 18,5
Parda 41 60,3 115 50,7 0,08
Branca 22 32,4 70 30,8
Situacdo conjugal
Com companheiro 42 60,9 153 67,4 0315
Sem companheiro 27 39,1 74 32,6
Grau de instrucéo
Superior 3 4,3 34 15,0
Ensino médio/ fundamental 54 77,1 187 82,4 0,000*
Alfabetizado/ analfabeto 13 18,6 6 2,6
Higiene oral
>3 vezes/dia 18 28,6 135 59,5
2 vezes/dia 26 41,3 71 31,3 0,000*
<1 vez/dia 19 30,2 21 9,3
Consulta ao odontologista
Néo 43 69,4 94 41,6
Sim 19 30,6 132 58,4 0,007
Uso de enxaguante bucal
Néo 41 66,1 145 64,2
Sim 21 33,9 81 35,8 0,851
Continuap>
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Continuacdo da Tabela 11V

Casos de cancer de Controles valor
orofaringe (N=71) (N =227) P
No. % No. %
Variaveis ambientais
Exposicdo ao tabaco
Nunca tabagista 6 8,7 126 55,8
) 0,000*
Ex ou atual tabagista 63 91,3 100 44,2
Tempo de tabagismo
<25 anos 2 3,2 51 51,0
0,000*
>25 anos 61 96,8 49 49,0
N° de pacote-anos
<25 pacotes/ano 5 7,9 56 56,0
0,000*
>25 pacotes/ano 58 92,1 44 44,0
Idade inicio do tabagismo
>16 anos 6 9,5 13 12,9
0,620
<16 anos 57 90,5 88 87,1
Exposicao ao alcool
Nunca etilista 8 11,3 99 43,6
Ex-etilista 36 50,7 67 29,5 0,000*
Atual etilista 27 38,0 61 26,9
Tempo de etilismo
<11 anos 2 3,4 32 25,4
12-21 anos 1,7 31 24.6 0,000*
>21 anos 55 94,8 63 50,0
Carga etilica
<9 g/dia de etanol 1,7 31 27,9
10-21 g/dia de etanol 4 6,9 22 19,8 0,000*
>21 g/dia de etanol 53 91,4 58 52,3
Preferéncia sexual
Heterossexual 56 88,9 224 99,1
. 0,000*
Homossexual ou bissexual 7 11,1 2 0,9

Continuap
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Continuacdo da Tabela 11V

Casos de cancer de

Controles

. |
orofaringe (N=71) (N =227) p vaior
No. % No. %
Sexarca
<15 anos 45 71,4 182 81,3
0,114
>15 anos 18 28,6 42 18,8
N° de parceiros
<2 parceiros 7 111 60 26,8
3-6 parceiros 18 28,6 64 28,6 0,021*
>7 parceiros 38 60,3 100 44,6
Prética de sexo oral
Né&o 36 57,1 97 43,1
. 0,063
Sim 27 42,9 128 56,9
N° de parceiros sexo oral
<2 parceiros 11 40,7 66 51,6
3-6 parceiros 12 44,4 27 21,1 0,034*
>7 parceiros 4 14,8 35 27,3
Uso de preservativo
Geralmente ou sempre 11 17,5 56 25,0
Raramente 13 20,6 55 24,6 0,255
Nunca 39 61,9 113 50,4
Exposicdo a DST
N&o 44 69,8 171 75,3
. 0,417
Sim 19 30,2 56 24,7
Testagem para HIV
N&o 48 76,2 118 52,4
) 0,001*
Sim 15 23,8 107 47,6
Exposi¢do ao HPV
Né&o 58 81,7 175 77,1
) 0,511
Sim 13 18,3 52 22,9
Exposi¢ado por tipo de HPV
Baixo-risco 2 15,4 25 53,2
. 0,025*
Alto-risco 11 84,6 22 46,8
Exposi¢do por HPV16
Negativo 62 87,3 214 94,3
. 0,067
Positivo 9 12,7 13 57

52



Nas anélises de associacdo das caracteristicas epidemioldgicas ajustadas por idade e
sexo (Tabela 12), foi observado que os individuos autorreferidos como pardos apresentaram
um risco 4,85 vezes maior (IC 95% = 1,36 - 17,38) para o cancer de orofaringe quando
comparados aos individuos negros, independente da idade, sexo e do consumo de alcool e
tabaco. Da mesma forma, os individuos que se autorreferiam como brancos apresentaram um
risco para o cancer de orofaringe 5,84 vezes maior (IC 95% = 1,46 - 23,34) que aqueles
declarados negros, independente da idade, sexo e do consumo de alcool e tabaco.

Uma relacéo direta entre os individuos com menor grau de instrucao e risco para cancer
de cabeca e pescoco foi verificada independente do sexo, idade e do consumo de élcool e tabaco.
Desta forma, comparados aos individuos com elevado nivel de instrucdo (nivel superior), os
individuos com escolaridade bésica (até o ensino médio) apresentaram um risco 10,34 vezes
maior (IC 95% = 1,98 - 53,95), enquanto os individuos alfabetizados ou analfabetos um risco
43,32 vezes maior (IC 95% = 4,77 - 393,59) (Tabela 12).

Um maior risco para cancer de orofaringe foi associado a falta de cuidados bucais,
observada por um risco 2,78 vezes maior (IC 95% = 1,00 - 7,71) entre os individuos cuja
escovacao dentaria foi inferior a uma vez ao dia, comparados aos individuos com escovacgao
dentéria maior que trés vezes ao dia, independente do sexo, idade e do consumo de tabaco e
alcool. Adicionalmente, os individuos que reportaram visita ao odontologista nos Gltimos dois
anos previos a entrevista foram ainda associados a uma reducéo do risco de cancer de orofaringe
(RC 0,41; IC 95% = 0,18 - 0,95), independente do sexo, idade e do consumo de tabaco e alcool
(Tabela 12).

Em relacdo ao consumo de tabaco, um risco 6,04 vezes aumentado para o cancer de
orofaringe foi observado para os individuos que atualmente fumam ou ja fumaram (IC 95% =
1,64 - 22,30) em comparagao aos que nunca fumaram independente do consumo de alcool. Nas
analises de tempo de tabagismo e 0 niumero de pacotes-ano consumidos, um maior risco para o

cancer de orofaringe também foi verificado para os individuos que fumaram por mais de 25
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anos (RC 53,57; IC 95% = 6,31 - 454,56) em compara¢do aos que fumaram por um periodo
menor, e para aqueles que consumiram mais de 25 pacotes por ano (RC 17,96; IC 95% = 4,93
- 65,42), independente do consumo de &lcool (Tabela 12).

Nas andlises de tempo de etilismo, um risco aumentado de 9,54 vezes para o cancer de
orofaringe foi verificado para os individuos que consumiram alcool por mais de 21 anos (IC
95% = 1,97 - 45,81) quando comparados aos que consumiram por menos que 11 anos. Da
mesma forma, um risco 15,45 vezes maior (IC 95% = 1,94 - 122,85) também foi verificado
para os individuos que consumiram mais de 21 gramas de etanol por dia em comparacgdo aqueles
gue consumiram menos que 9 gramas de etanol por dia, independente do consumo de tabaco
(Tabela 12). Por outro lado, a realizagdo de teste para deteccdo do HIV foi negativamente
associada ao cancer de orofaringe, visto a observacdo de uma reducdo do risco em 58% para
esses individuos em relagdo aos que nunca haviam realizado o teste (IC 95% = 0,18 - 0,98).

Na analise bruta de associa¢do quanto a exposicao por HPV, um risco para o cancer de
orofaringe aumentado em 6,25 vezes (IC 95% = 1,25 - 31,33) foi observado entre os individuos
que apresentaram HPV de alto-risco em relagdo aqueles que apresentaram HPV de baixo-risco.
Adicionalmente, um risco 2,39 vezes maior para o cancer de orofaringe, ainda que com valor
limitrofe de significancia, foi verificado para os individuos com exposic¢ao ao HPV16 (IC 95%
= 0,98 - 5,86) em comparacdo aqueles com outros tipos ou negativos para HPV. No entanto,
apos o ajuste por consumo de alcool e tabaco, a significancia estatistica ndo foi observada para

ambas as comparagdes (Tabela 12).
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Tabela 12. Distribuicdo do risco do cancer de orofaringe, segundo as caracteristicas

epidemioldgicas, ambientais e moleculares.

Razbes de Chances

Bruta IC 95 % Ajustada® 1C 95 %

Varidveis epidemioldgicas
Sexo

Feminino 1,0 1,0

Masculino 7,07 (3,36-14,91)* 2,34 (0,85-6,44)
Cor da pele

Negra 1,0 1,0

Parda 2,64 (0,93-7,50) 4,85 (1,36-17,38)*

Branca 3,00 (1,11-8,09)* 5,84 (1,46-23,34)*
Situacédo conjugal

Com companheiro 1,0 1,0

Sem companheiro 1,33 (0,76-2,32) 1,65 (0,69-3,98)
Grau de instrucéo

Superior 1,0 1,0

Ensino médio/ fundamental 3,28 (0,97-11,07) 10,34 (1,98-53,95)*

Alfabetizado/ analfabeto 24,56 (5,34-112,97)* 43,32 (4,77-393,59)*
Higiene oral

>3 vezes/dia 1,0 1,0

2 vezes/dia 2,75 (1,41-5,35)* 1,79 (0,70-4,62)

<1 vez/dia 6,79 (3,07-14,98)* 2,78 (1,00-7,71)*
Consulta ao odontologista

Né&o 1,0 1,0

Sim 0,32 (0,17-0,57)* 0,41 (0,18-0,95)*
Uso de enxaguante bucal

Né&o 1,0 1,0

Sim 0,92 (0,51-1,66) 1,37 (0,58-3,25)
Continuap
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Continuacgdo da Tabela 12V

Razbes de Chances

Bruta IC 95 % Ajustada® 1C 95 %

Varidveis ambientais
Exposicdo ao tabaco

Nunca tabagista 1,0 1,0

Ex ou atual-tabagista 13,23 (5,50-31,82)* 6,04 (1,64-22,30)*
Tempo de tabagismo

<25 anos 1,0 1,0

>25 anos 31,75 (7,36-136,97)* 53,57 (6,31-454,56)*
N° de pacote-anos

<25 pacotes/ano 1,0 1,0

>25 pacotes/ano 14,76 (5,46-39,94)* 17,96 (4,93-65,42)*
Idade inicio do tabagismo

>16 anos 1,0 1,0

<16 anos 1,40 (0,50-3,90) 1,75 (0,5-6,16)
Exposicao ao alcool

Nunca etilista 1,0 1,0

Ex-etilista 6,65 (2,91-15,20)* 1,71 (0,64-4,61)

Atual etilista 5,48 (2,34-12,83)* 1,93 (0,69-5,34)
Tempo de etilismo

<11 anos 1,0 1,0

12-21 anos 0,52 (0,05-5,99) 0,42 (0,03-5,11)

>21 anos 13,97 (3,20-60-97)* 9,54 (1,97-45,81)*
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0 1,0

10-21 g/dia de etanol 5,64 (0,59-53,93) 4,02 (0,37-43,87)

>21 g/dia de etanol 28,33 (3,74-214,80)* 15,45 (1,94-122,85)*
Preferéncia sexual

Heterossexual 1,0 1,0

Homossexual ou bissexual 14,00 (2,83-69,24)* - -

Continuap
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Continuacgdo da Tabela 12V

Razbes de Chances

Bruta IC 95 % Ajustada® 1C 95 %

Sexarca

>15 anos 1,0 1,0

<15 anos 0,58 (0,30-1,20) 0,94 (0,4-2,20)
N° de parceiros

<2 parceiros 1,0 1,0

3-6 parceiros 2,41 (0,94-6,18) 0,60 (0,10-3,34)

>7 parceiros 3,26 (1,37-7,75)* 0,52 (0,09-2,83)
Prética de sexo oral

Né&o 1,0 1,0

Sim 0,57 (0,32-1,00) 0,60 (0,26-1,38)
N° de parceiros sexo oral

<2 parceiros 1,0 1,0

3-6 parceiros 2,67 (1,05-6,78)* 2,83 (0,82-9,78)

>7 parceiros 0,69 (0,20-2,31) 0,63 (0,14-2,84)
Uso de preservativo

Geralmente ou sempre 1,0 1,0

Raramente 1,2 (0,50-2,92) 1,55 (0,44-5,41)

Nunca 1,76 (0,83-3,69) 2,23 (0,75-6,66)
Exposicdo a DST

Né&o 1,0 1,0

Sim 1,32 (0,71-2,44) 0,82 (0,35-1,97)
Testagem para HIV

Né&o 1,0 1,0

Sim 0,35 (0,18-0,65)* 0,42 (0,18-0,98)*
Exposi¢do ao HPV

Né&o 1,0 1,0

Sim 0,75 (0,38-1,48) 1,16 (0,42-3,22)
Exposi¢ado por tipo de HPV

Baixo-risco 1,0 1,0

Alto-risco 6,25 (1,25-31,33)* 3,92 (0,50-30,97)
Exposi¢do por HPV16

Negativo 1,0 1,0

Positivo 2,39 (0,98-5,86) 1,65 (0,61-4,50)

SRazdes de Chances ajustadas por sexo, idade, tabagismo (exposicio ao tabaco) e etilismo (carga etilica).
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A andlise exploratéria da interacdo do tabagismo e o etilismo no risco do cancer de
orofaringe foi apresentada na tabela 13. De acordo com esta andlise, foi observado um risco
13,82 vezes maior para os individuos atuais ou ex-fumantes e consumidores de mais que 21
gramas de etanol por dia (IC 95% = 1,71 - 111,43) em comparac¢do aos individuos nunca

tabagistas consumidores de menos que 9 gramas de etanol por dia.

Tabela 13. Andlise exploratéria da interacdo entre consumo de alcool e tabaco no risco de

cancer de orofaringe.

Razdes de Chances (IC 95%)%

Nunca tabagista Ex ou atual tabagista

Etilismo

Nunca etilista 1,0 1,0

Ex ou atual etilista 2,13 (0,31-14,83) 1,68 (0,58-4,86)
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0 1,0

10-21 g/dia de etanol - 2,55 (0,20-32,42)

>21 g/dia de etanol - 13,82 (1,71-111,43)*

SRazdes de Chances ajustadas por sexo e idade.

O risco de cancer de orofaringe dentre os individuos nunca tabagistas ou nunca etilistas
mas positivos para HPVs de alto-risco ndo foi estimado devido a auséncia de observac6es de
infeccdo por HPV de baixo-risco nesses individuos (Tabela 14). Apesar disso, altas estimativas
de risco para o cancer de orofaringe foram observadas tanto para individuos nunca tabagistas
com exposicao ao HPV16 (RC 88,88; IC 95% = 5,66 - 1397,86), quanto para individuos nunca
tabagistas e nunca etilistas com exposi¢cdo ao HPV16 (RC 15,24; IC 95% = 2,36 - 98,58),
quando comparados aos individuos com infecgdo por outros tipos ou negativos para HPV

(Tabela 14 e 15).

58



Tabela 14. Avaliacdo do efeito do HPV no risco de cancer de orofaringe, segundo o status de

consumo de alcool e tabaco.

Razoes de Chances (IC 95%)3

Nunca Ex ou atual Nunca Exou
tabagista tabagista etilista atual etilista
Resultado para HPV
Negativo 1,0 1,0 1,0 1,0
Positivo 5,11 (0,78-33,31) 0,54 (0,22-1,32) 0,84 (0,11-6,22) 0,64 (0,29-1,45)
Exposicao por tipo de HPV
Baixo-risco 1,0 1,0 1,0 1,0
Alto-risco - 4,81 (0,67-34,34) - 4,52 (0,76-26,9)
Exposi¢do por HPV16
Negativo 1,0 1,0 1,0 1,0
Positivo 88,88 (5,66-1397,9)* 0,67 (0,21-2,12) 7,89 (0,77-81,36) 1,13 (0,38-3,40)

SRazdes de Chances ajustadas por sexo e idade.

Tabela 15. Anélise do risco de HPV no céncer de orofaringe, segundo o efeito conjunto

do consumo de alcool e tabaco.

Razdes de Chances (1C 95%)%

- Etilismo + Etilismo - Etilismo + Etilismo
- Tabagismo - Tabagismo + Tabagismo + Tabagismo
Resultado para HPV
Negativo 1,0 1,0 1,0 1,0
Positivo 1,85 (0,47-7,35) 0,74 (0,34-1,59) 0,63 (0,27-1,48) 0,64 (0,30-1,41)
Exposi¢ado por tipo de HPV
Baixo-risco 1,0 1,0 1,0 1,0
Alto-risco - 4,62 (0,86-24,79) 3,90 (0,68-22,44) 5,34 (0,89-32,01)
Exposicéo por HPV16
Negativo 1,0 1,0 1,0 1,0
Positivo 15,24 (2,36-98,58)* 1,79 (0,63-5,10) 1,13(0,38-3,36) 1,11 (0,39-3,16)

O sinal (-) significa nunca tabagista/ etilista, enquanto o sinal (+) significa ex- ou atual tabagista/ etilista.
SRazdes de Chances ajustadas por sexo e idade.
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A tabela 16 mostra 0 modelo preditor do risco de cancer de orofaringe na amostra de
casos e controles de orofaringe do presente estudo. De acordo com este modelo, foi observado
que o risco para o cancer de orofaringe foi 7,48 vezes maior para os individuos ex ou atuais
tabagistas (IC 95% = 1,97 - 28,36) em comparacao aqueles nunca-tabagistas, independente do
sexo, idade, tempo de etilismo e grau de instrugdo. Adicionalmente, uma relacdo direta entre o
consumo de alcool e o cancer de orofaringe foi verificada por um risco aumentado em 4,12
vezes para os individuos com consumo de 10 a 21 gramas de etanol/dia (IC 95% = 0,37-45,99),
e de 17,50 vezes para os individuos com consumo acima de 21 gramas de etanol/dia (IC 95%
= 2,17-141,11) em comparacdo aqueles que consomem até 9 gramas de etanol/dia,
independente do sexo, idade, tabagismo e grau de instru¢do. O modelo proposto mostra ainda
que os individuos analfabetos ou somente alfabetizados mostraram um maior risco para o
cancer de orofaringe (RC 12,18; IC 95% = 2,33 - 63,82), independentemente do sexo, idade,
consumo de tabaco e alcool. Os demais modelos testados nesse estudo estdo disponiveis no

Anexo 15.
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Tabela 16. Modelo preditor para o risco de cancer de orofaringe na amostra de casos e controles
hospitalares do Rio de Janeiro.

Razdes de Chances (IC 95%)3

Tabagismo
Nunca tabagista 1,0
Ex ou atual tabagista 7,48 (1,97-28,36)*

Etilismo (carga etilica)

<9 g/dia de etanol 1,0
10-21 g/dia de etanol 4,12 (0,37-45,99)
>21 g/dia de etanol 17,50 (2,17-141,10)*

Grau de instrucéo
Fundamental/ Médio/ Superior 1,0

Analfabeto/ alfabetizado 12,18 (2,33-63,82)*

SRazbes de Chances ajustadas por sexo, idade e demais variaveis do modelo.
Log de Verossimilhanca: 143,435; R% 0,48.
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5.3. Analises de hibridizac6es in situ e imuno-histoquimica

5.3.1. Controles

Os controles positivos provenientes dos cell-blocks contruidos a partir das linhagens
CaSki e HeLa e o controle negativo construido a partir da linhagem celular Raji, mostraram a

integridade das células em coloracdo HE (Figuras 6A, B e C), respectivamente.

CaSki, (B) células da linhagem HelLa e (C) células da linhagem Raji, ambas mostradas em

aumento de 40X.
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As linhagens HelLa e CaSki mostraram a presenca do HPV integrado ao genoma
observado pela identificacdo de pontos com coloragdo azul nos nucleos das células (Figura 7A).
A linhagem Raji, utilizada como controle negativo para essa técnica, mostrou negatividade para

HPV (Figura 7B).

Figura 7. ISH para deteccdo de DNA de HPVs de alto-risco. (A) células da linhagem Hela; (B)
células da linhagem Raji, ambas mostradas em aumento de 60X.
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A expressdo dos transcritos virais E6 e E7 foi observada nos controles CaSki e HelLa
através da presenca de pontos de coloracdo castanha (Figuras 8A e 8B, respectivamente), e

ausente para a linhagem Raji (Figura 8C).

Figura 8. ISH para analise de RNA das proteinas E6 e E7 do HPV. (A) células da linhagem
CaSki; (B) células da linhagem HelLa; (C) células da linhagem Raji, ambas mostradas em

aumento de 40X.
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A superexpressédo de pl6INK4a foi verificada para ambas as linhagens controles de
HPV através da coloragdo nuclear e ou citoplasmatica de cor castanha, ndo verificada para a

linhagem Raji (Figura 9A, B e C).

Figura 9. Imuno-histoquimica para analise de superexpressao de pl6INK4a. (A) células da
linhagem CaSki; (B) células da linhagem HeLa; (C) células da linhagem Raji, ambas mostradas

em aumento de 60X.
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5.3.2. Casos de cancer da cavidade oral

Os resultados das hibridizagdes in situ para DNA de alto e baixo-risco do HPV, RNA
das proteinas virais E6 e E7 e imuno-histoquimica para p16INK4a dos seis casos de cancer da
cavidade oral (CO) positivos por PCR foram mostrados na tabela 15. Destes casos (CO1 a
CO6), trés foram positivos por ISH para DNA de alto-risco do HPV, porém somente o caso
CO1 (HPV18+) foi claramente positivo para HPV de alto-risco, mostrando o DNA de HPV
integrado ao DNA das células tumorais (Figura 10A). Os dois demais casos positivos por ISH,
CO2 (HPV16+) e CO3 (HPVG6+), apresentaram discretos pontos de hibridizacdo (Figura 11A e
12A). Os resultados das ISHs para HPV de alto-risco dos trés casos positivos por PCR e
negativos para ISH (CO4, CO5 e CO6) foram mostrados nas figuras 13A, 14A e 15A.
Adicionalmente, os casos CO1 e CO3 foram os Unicos que mostraram positividade por ISH
para HPV de baixo-risco (Figuras 10D e 12D, respectivamente).

A presenca de RNA das proteinas E6 e E7 do HPV ndo foi verificada para os casos de
cancer da cavidade oral HPVs positivos por PCR (Figuras 11B, 12B, 13B, 14B, 15B).

A superexpressdo de p16INK4a nos casos de cancer de cavidade oral foi verificada em
cinco casos, dos quais somente um foi HPV+ por PCR e negativo para as hibridizagdes in situ
para HPV (CO5; Figura 14C). Os quatro casos negativos para HPV e positivos para p16INK4a
(CO7 a CO10) foram mostrados na figura 16. Os demais casos de CO analisados nesse estudo
foram negativos para as hibridizages in situ para DNA de alto e baixo-risco do HPV, RNA das

proteinas virais E6 e E7 e imuno-histoquimica para p16INK4a.
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Tabela 17. Tipos de HPV encontrados por sequenciamento, deteccdo de DNA de HPV e de
RNA das proteinas virais E6/E7 por hibridizag&o in situ e imuno-histoquimica para p16INK4a
para os casos de cancer da cavidade oral positivos por PCR.

Casos de cancer Tipo de ISH ISH ISH IHQ
da cavidade oral HPV alto-risco baixo-risco E6E7 pl6INK4a
co1 HPV18 + + - -

CO2 HPV16 + - - -
COo3 HPV6 - + - -
CoO4 HPV18 - - - -
CO5 HPV16 - - - +
CO6 HPV18 - - - -
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e (Caso CO1 (HPV18)

Figura 10. Caso de céncer da cavidade oral CO1. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B)
expressao dos transcritos virais E6 e E7, ambas mostradas em aumento de 60X; (C) IHQ para
p16INK4a mostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco mostrada em

aumento de 60X.
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e Caso CO2 (HPV16)

Figura 11. Caso de cancer da cavidade oral CO2. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada

em aumento de 60X; (B) expressdo dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de

40X; (C) IHQ para p16INK4a mostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-

risco mostrada em aumento de 60X.



e (Caso CO3 (HPV6)

Figura 12. Caso de cancer da cavidade oral CO3. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B)
expressao dos transcritos virais E6 e E7, ambas mostradas em aumento de 60X; (C) IHQ para
pl6INK4a mostrada em aumento de 20X; (D) ISH com setas indicando os sinais de HPVs de

baixo-risco mostrada em aumento de 100X.
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e Caso CO4 (HPV18)

Figura 13. Caso de cancer da cavidade oral CO4. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada
em aumento de 60X; (B) expressdo dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de
40X; (C) IHQ para p16INK4a mostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-

risco mostrada em aumento de 60X.
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e (Caso CO5 (HPV16)

Figura 14. Caso de céncer da cavidade oral CO5. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B)
expressao dos transcritos virais E6 e E7, ambas mostradas em aumento de 40X; (C) IHQ para
p16INK4a mostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco mostrada em

aumento de 60X.
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e (Caso CO6 (HPV18)

Figura 15. Caso de cancer da cavidade oral CO6. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada
em aumento de 60X; (B) expressdo dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de
40X; (C) IHQ para p16INK4a mostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-

risco mostrada em aumento de 60X.



e Casos de cancer da cavidade oral HPV- por PCR e ISH e p161NK4a positivos

Figura 16. Expressdo de pl6INK4a de casos de cancer da cavidade oral HPV negativos por
PCR e ISH. (A) caso CO7, (B) caso CO8, (C) caso CQO9, (D) caso CO10, todos mostrados em
aumento de 20X.
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5.3.3. Casos de cancer de orofaringe

Os resultados das hibridizagdes in situ para DNA de alto e baixo-risco do HPV, RNA
das proteinas virais E6 e E7 e imuno-histoquimica para p16INK4a dos 13 casos de cancer de
orofaringe (COro) positivos por PCR foram mostrados na tabela 18. Destes casos (COrol a
COro13), 9 foram também positivos para a ISH de DNA de HPV de alto-risco (Figuras 18A,
19A, 20A, 21A, 23A, 24A, 25A, 28A e 29A). Adicionalmente, o caso COro8, sugestivo de co-
infeccdo por diferentes cepas de HPV por sequenciamento, mostrou também positividade na
ISH para HPV de baixo-risco (Figura 24D).

A expressdo dos transcritos virais E6 e E7 foi detectada em sete casos de cancer de
orofaringe HPV positivos por PCR e ISH de alto-risco (Figuras 18B, 19B, 20B, 24B, 25B, 28B
e 29B). Dos casos de cancer de orofaringe com infeccdo ativa por HPV, observamos que 85,7
% (6/7) foram associados a presenca do HPV16, sendo o0 outro caso positivo para HPV35.

A expressédo de p16INK4a nos casos de cancer de orofaringe foi verificada em 11 casos,
dos quais 8 foram positivos para HPV por PCR e ISH de alto-risco (COro2, COro3 COro4,
COro7, COro8, COro9, COrol2 e COrol13), um foi positivo somente por PCR (COro6) e os
demais dois casos (COrol4 e COrol5) foram HPV negativos por PCR e ISH (Figura 27). Os
demais casos de COro analisados nesse estudo foram negativos para as hibridizagdes in situ
para DNA de alto e baixo-risco do HPV, RNA das proteinas virais E6 e E7 e imuno-

histoquimica para p16INK4a.
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Tabela 18. Tipos de HPV encontrados por sequenciamento, deteccdo de DNA de HPV e de
RNA das proteinas virais E6/E7 por hibridizag&o in situ e imuno-histoquimica para p16INK4a

para os casos de cancer de orofaringe positivos por PCR.

Casos de cancer Tipo de ISH ISH ISH IHQ
de orofaringe HPV alto-risco baixo-risco E6E7 pl6INK4a
COrol HPV RTRX3 - - - -
COro2 HPV16 + - + +
COro3 HPV16 + - + +
COro4 HPV16 + - + +
COro5 HPV16 + - - -
COro6 HPV16 - - - +
COro7 HPV59 + - - +
COro8 HPV16 + + + +
COro9 HPV16 + - + +
COro10 HPV16 - - - -
COro11 HPV6 - - - -
COro12 HPV35 + - + +
COro13 HPV16 + - + +
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e (Caso COrol (HPV RTRX3)

Figura 17. Caso de cancer de orofaringe COrol. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada em
aumento de 60X; (B) expressao dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de 40X;
(C) IHQ para p16INK4a mostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco

mostrada em aumento de 60X.
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Caso COro2 (HPV16)

Figura 18. Caso de cancer de orofaringe COro2. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B) expressao
dos transcritos virais E6 e E7, ambas mostradas em aumento de 40X; (C) IHQ para p16INK4a
mostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco mostrada em aumento de
60X.
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e Caso COro3 (HPV16)

Figura 19. Caso de cancer de orofaringe COro3. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B) expressao
dos transcritos virais E6 e E7, ambas mostradas em aumento de 40X; (C) IHQ para p16INK4a
mostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco mostrada em aumento de
60X.
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e Caso COro4 (HPV16)

Figura 20. Caso de cancer de orofaringe COro4. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B) expressao
dos transcritos virais E6 e E7, ambas mostradas em aumento de 40X; (C) IHQ para p16INK4
amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco mostrada em aumento de

60X.
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e (Caso COro5 (HPV16)

Figura 21. Caso de cancer de orofaringe COro5. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada em
aumento de 40X; (B) expressao dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de 60X;
(C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco

mostrada em aumento de 60X.
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e (Caso COro6 (HPV16)

Figura 22. Caso de cancer de orofaringe COro6. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B) expressao
dos transcritos virais E6 e E7, ambas mostrada em aumento de 60X; (C) IHQ para p16INK4
amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco mostrada em aumento de

60X.



e Caso COro7 (HPV59)

Figura 23. Caso de cancer de orofaringe COro7. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada em
aumento de 100X; (B) expressao dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de 60X;
(C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco

mostrada em aumento de 60X.
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e Caso COro8 (HPV16 por blast)
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Figura 24. Caso de cancer de orofaringe COro8. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada em
aumento de 40X; (B) expressao dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de 20X;
(C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco

mostrada em aumento de 60X.
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e (Caso COro9 (HPV16)

Figura 25. Caso de cancer de orofaringe COro9. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B) expressao
dos transcritos virais E6 e E7, ambas mostradas em aumento de 40X; (C) IHQ para p16INK4
amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco mostrada em aumento de

60X.
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e (Caso COrol0 (HPV16)

Figura 26. Caso de cancer de orofaringe COrol10. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada
em aumento de 60X; (B) expressdo dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de
40X; (C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-

risco mostrada em aumento de 60X.
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e (Caso COroll (HPV6)

Figura 27. Caso de cancer de orofaringe COroll. (A) ISH para HPVs de alto-risco; (B)
expressdo dos transcritos virais E6 e E7 ambas mostradas em aumento de 60X; (C) IHQ para
p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-risco mostrada em

aumento de 60X.



e Caso COrol2 (HPV35)

Figura 28. Caso de cancer de orofaringe COrol2. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada
em aumento de 40X; (B) expressdo dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de
20X; (C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-
risco mostrada em aumento de 60X.
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e Caso COrol3 (HPV16)

Figura 29. Caso de cancer de orofaringe COrol13. (A) ISH para HPVs de alto-risco mostrada
em aumento de 40X; (B) expressdo dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em aumento de
20X; (C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs de baixo-

risco mostrada em aumento de 60X.

89



e Casos de cancer de orofaringe HPV- por PCR e ISH e p161NK4a positivos

Figura 30. IHQ para p16I1NK4ade casos de cancer de orofaringe HPV negativos por PCR e ISH.

(A) caso COrol4, (B) caso COrol5, ambos mostrados em aumento de 20X.
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5.3.4. Casos de cancer de hipofaringe/laringe

Os resultados das hibridizagdes in situ para DNA de alto e baixo-risco do HPV, RNA
das proteinas virais E6 e E7 e imuno-histoquimica para p16INK4a dos cinco casos de cancer
de hipofaringe/ laringe (CHL) positivos por PCR (CHL1 a CHLS5) foram mostrados na tabela
19. Destes casos, dois foram positivos para ISH de DNA de HPV de alto-risco (Figuras 32A e
34A) e um foi positivo para ISH de DNA de HPV de baixo-risco (Figura 33D).

A expressdo de p16INK4a nos casos de cancer de hipofaringe/ laringe foi verificada
somente para dois casos negativos para HPV por PCR e ISHs. Todos os demais casos de cancer
de hipofaringe/laringe foram negativos para as hibridizages in situ para DNA de alto e baixo-

risco do HPV, RNA das proteinas virais E6 e E7 e imuno-histoquimica para CDKN2A.

Tabela 19. Tipos de HPV encontrados por sequenciamento, deteccdo de DNA de HPV e de
RNA das proteinas virais E6/E7 por hibridizagdo in situ e imuno-histoquimica para p16INK4a

para os casos de cancer de hipofaringe/ laringe positivos por PCR.

Casos de cancer Tipo de ISH ISH ISH IHQ
de hipofaringe/laringe HPV alto-risco baixo-risco E6E7 CDKN2A
CHL1 HPV6 _
CHL2 HPV16 +
CHL3 HPV6 - +
CHLA4 HPV16 +
CHL5 HPV73
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e (Caso CHL1 (HPV6)

Figura 31. Caso de cancer de hipofaringe/laringe CHL1. (A) ISH para HPVs de alto-risco
mostrada em aumento de 100X; (B) expressao dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em
aumento de 40X; (C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs

de baixo-risco mostrada em aumento de 60X.



Caso CHL2 (HPV16)

indicando sinais de

Figura 32. Caso de cancer hipofaringe/laringe CHL2. (A) ISH com setas

dos transcritos virais E6 e

ao

(B) express

HPVs de alto-risco mostrada em aumento de 100X;
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E7 mostrada em aumento de 40X; (C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X.



e (Caso CHL3 (HPV6)

Figura 33. Caso de cancer de hipofaringe/laringe CHL3. (A) ISH para HPVs de alto-risco
mostrada em aumento de 60X; (B) expressao dos transcritos virais E6 e E7, mostradas em
aumento de 40X; (C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X; (D) ISH para HPVs

de baixo-risco mostrada em aumento de 100X.
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e Caso CHL4 (HPV16)

Figura 34. Caso de cancer de hipofaringe/laringe CHL4. (A) ISH com setas indicando sinais de
HPVs de alto-risco mostrada em aumento de 100X; (B) expresséo dos transcritos virais E6 e
E7 mostrada em aumento de 20X; (C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X.
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e (Caso CHL5 (HPV73)

Figura 35. Caso de céncer de hipofaringe/laringe CHL5. (A) ISH para HPVs de alto-risco
mostrada em aumento de 100X; (B) expressao dos transcritos virais E6 e E7 mostrada em
aumento de 20X; (C) IHQ para p16INK4 amostrada em aumento de 20X.



e Casos de cancer de hipofaringe/ laringe HPV- por PCR e ISH e p16I1NK4a positivos

Figura 36. Superexpressdo de pl6INK4a em casos de cancer de hipofaringe/ laringe HPV
negativos por PCR e ISH. (A) caso CHLS6, (B) caso CHL7, ambos mostrados em aumento de
20X.
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5.4. Andlise de concordancia, sensibilidade e especificidade dos testes para detec¢ao

do HPV e superexpressao de p16INK4a

As estimativas de concordancia, sensibilidade e especificidade entre os testes para
deteccdo de DNA de HPV (ambos, alto e baixo-risco) e RNA viral dos genes E6/E7 por
hibridizacéo in situ e superexpressdo de p16INK4a em relacdo a metodologia padréo-ouro para
deteccdo de HPV por PCR foi calculada para cada topografia de tumor (Cancer de cabeca e
pescogo, Anexo 16; Cancer da cavidade oral, Anexo 17; Cancer de orofaringe, Anexo 18;
Céncer de hipofaringe/ laringe, Anexo 19). As estimativas de estatistica Kappa compiladas
(Tabela 20) mostram uma maior concordancia entre as metodologias de PCR e ISHs que nas
demais comparacgdes. Além disso, uma maior concordancia dos resultados foi observada para
as analises de cancer de orofaringe que nos canceres de cabeca e pesco¢o, cavidade oral ou

hipofaringe/ laringe.

Tabela 20. Concordancia entre a detec¢do do HPV por PCR em relagdo a identificacdo de DNA
e RNA por ISH e IHQ para p16INK4a mostrada por topografia de tumor.

Concordancia (%)

ISH IHQ
DNA de HPV RNA de E6E7 CDKN2A
Topografia do tumor
Cabeca e pesco¢o 74,9 42,4 42,3
Cavidade oral 65,0 - 12,4
Orofaringe 78,6 65,5 69,9
Hipofaringe/ laringe 73,7 - -4,2
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A analise de concordancia entre a superexpressdo de pl6INK4a e o teste para
identificacdo de infeccOes ativas por HPV foi de 74,7%, mostrando uma maior concordancia
em relacdo a observada entre p16INK4a e deteccdo de DNA por PCR (69,9%).

As analises de sensibilidade mostraram valores acima de 50% entre ISHs (alto e baixo-
risco) e PCR nas comparacgdes das diferentes topografias de tumor (Anexos 16 a 19). No
entanto, valores abaixo de 30% de sensibilidade foram verificados para as analises das proteinas
virais E6/E7 em relagdo a PCR (Anexos 16, 17 e 19), exceto para 0s casos de cancer de
orofaringe que mostraram uma sensibilidade de 53,8% para este marcador (Anexo 18).

Em relacdo a superexpressao de pl6INK4a e a positividade para HPV por PCR, a
sensibilidade observada para os casos de cancer de orofaringe foi de 69,2% (Anexo 18), sendo
muito reduzida nas demais comparacfes para 0os casos de cancer da cavidade oral (16,7%;
Anexo 17) e de hipofaringe/ laringe (0%; Anexo 19).

A especificidade das hibridizagfes in situ e imuno-histoquimica para pl6INK4a em
relagdo aos resultados obtidos por PCR mostraram valores acima de 93% para todas as
comparagoes (Anexos 16 a 19).

Os valores preditivos positivos e negativos dos testes de IHQ para p16INK4a em relacdo
a deteccdo do HPV por PCR nas diferentes topografias de tumor analisadas no presente estudo
foram mostrados na Tabela 21. Estimativas acima de 80% foram observadas para todas as
comparacOes em relagdo aos valores preditivos negativos, enquanto somente 0s casos de cancer
de orofaringe mostraram um alto valor preditivo positivo entre a detec¢do do HPV por PCR e

a expressao de p16INK4a.

99



Tabela 21. Valor preditivo positivo e negativo da superexpressdo de p16INK4a por IHQ em

relagdo aos resultados obtidos por PCR mostrados por topografia de tumor.

Valor preditivo de p16INK4a

Positivo (%) Negativo (%)
Topografia do tumor
Cabeca e pescoco 0,56 0,93
Cavidade oral 0,20 0,94
Orofaringe 0,82 0,93
Hipofaringe/ laringe 0 0,93

100



5.5. Hibridizag®es in situ para deteccao do virus Epstein-Barr

A linhagem Raji mostrou a presenca do EBV identificado atraveés de pontos com
coloracéo castanha nos ndcleos das células tumorais (Figura 37A). As linhagens CaSki e Hela,
utilizadas como controles negativos para essa técnica, mostraram negatividade para o EBV
(Figura 37B e 37C). No entanto, nenhum caso de cancer de cabega e pescogo analisado nesse

estudo foi positivo para ISH do EBV.

Figura 37. ISH para deteccdo de RNA de EBER1 do EBV. (A) células da linhagem Raji
mostrada em aumento de 20X; (B) células da linhagem CaSki; (C) células da linhagem HeLa,
ambas mostradas em aumento de 40X.
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5.6. Andlise das frequéncias e proporcdes dos tipos de HPV em mulheres com e sem

lesdo cervical e em casos de cancer e controles de orofaringe

Nas comparacBes dos grupos sem historico de céncer, tanto cervical quanto de
orofaringe, observamos uma maior frequéncia e propor¢do de HPV6 nos controles de
orofaringe que em mulheres sem leséo cervical (Figura 38; p=0,0001). Apesar de uma similar
frequéncia do HPV16 nas comparagcfes dos grupos com céncer de orofaringe e com leséo
cervical, uma maior proporcdo de casos HPV16 foi observada em individuos com cancer de
orofaringe que em mulheres com lesdo cervical (Figura 38; p=0,017).

Em relacdo ao HPV18, uma maior frequéncia e proporcdo de mulheres sem leséo
cervical foram verificadas em comparacdo aos controles de orofaringe (p=0,02). Uma maior
diversidade de tipos de HPV de alto-risco, exceto os HPV16 e HPV18, também foi observada
na frequéncia e proporcdo de mulheres sem lesdo cervical que nos controles de orofaringe

(Figura 38; p=0,004).

35 1 Com lesdo cervical

B Sem lesdo cervical
30 A

Cancer de orofaringe

25 1 B Controles de orofaringe
20 A
15 -+
10 -+
5 -
0 .

HPV6 HPV16 HPV18 outros HR outros LR

Figura 38. Frequéncia dos tipos de HPV em mulheres com ou sem lesdo cervical e em casos de

cancer e controles de orofaringe.
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6. Discussao

6.1. Prevaléncia e atividade do HPV no cancer de cabeca e pescogo

Para o0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo no Brasil investigando
simultaneamente a prevaléncia de DNA e atividade de oncoproteinas do HPV em casos de
cancer de cabeca e pescoco. Os dados deste estudo mostram que a prevaléncia do HPV varia
de acordo com o sitio anatbmico dos tumores de cabeca e pescoco analisados. Assim como em
outros estudos (Blomberg et al. 2011; Gillison 2004; Marklund & Hammarstedt 2011; Nasman
et al. 2009), a maior prevaléncia do HPV foi observada para os casos de cancer de orofaringe,
sendo cinco vezes mais frequente em comparacdo aos casos de cancer da cavidade oral e
hipofaringe/ laringe, como encontrado previamente (Herrero et al. 2003). Estes achados
confirmam que a analise de prevaléncia do HPV no cancer de cabeca e pescoco sem distincao
dos sitios anatémicos pode representar uma fonte critica de variacdo (Pannone et al. 2011;
Termine et al. 2008), resultando em uma consequente dificuldade de comparacdo dos diferentes
estudos.

Desde as primeiras observacdes da potencial associacdo entre o HPV na carcinogénese
oral (Syrjanen et al. 1983), vérios estudos tem mostrado distintas prevaléncias do HPV,
variando de 4 a 40% para os carcinomas orais (Kreimer et al. 2005; Mork et al. 2001; Termine
et al. 2008) e maiores proporcOes (de até 60% de positividade) para 0s casos de cancer de
orofaringe (Ang et al. 2010; Hoffmann et al. 2012; Klussmann et al. 2001; Syrjanen 2004). A
variacdo das prevaléncias do HPV nos distintos sitios de cAncer de cabega e pescoco pode estar
relacionada a possiveis erros de classificacdo das areas anatémicas analisadas, diferentes
origens geograficas, tamanhos amostrais e ainda metodologias utilizadas para detec¢do do
HPV. No entanto, a presenca do HPV néo é evidéncia suficiente para demonstrar a associagdo
etiologica deste virus no processo de carcinogénese, visto a necessidade de integragdo do DNA

do HPV ao DNA hospedeiro e expressdo dos transcritos virais E6 e E7 (Holzinger et al. 2009;
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Rampias et al. 2009). Por isso, até 0 momento, a proporcao de cancer de cabeca e pescogo
etiologicamente associado ao HPV ainda néo é clara (Pannone et al. 2011).

No presente estudo, somente casos de cancer de orofaringe mostraram infecgdes ativas
pelo HPV, sugerindo uma limitada associagdo do HPV, tanto para o cancer da cavidade oral,
quanto para o cancer de hipofaringe/ laringe. Adicionalmente, todos os casos de cancer de
orofaringe com infeccdo ativa pelo HPV mostraram integracdo do DNA viral as células
tumorais, em contrério ao reportado previamente (Mellin et al. 2002) cujos casos de cancer de
tonsila HPV positivos apresentaram a forma episomal.

A prevaléncia de DNA do HPV aqui observada para os casos de cancer da cavidade oral
(7,2%) foi similar a encontrada por um recente estudo com 409 pacientes (9,8%) que também
reportou uma baixa atividade do HPV, presente em somente 5,9% dos casos (Lingen et al.
2012). Contrariamente aos achados do presente estudo, outros autores reportaram maiores
prevaléncias do HPV em pacientes com cancer oral no Brasil (Acay et al. 2008; da Silva et al.
2007; Fregonesi et al. 2003; Kaminagakura et al. 2012; Lira et al. 2010; Mazon et al. 2011,
Oliveira et al. 2009; Simonato et al. 2008; Soares et al. 2003; Soares et al. 2008; Soares et al.
2007), embora em nenhum desses estudos tenha sido analisado a atividade viral. A falta de
associacdao do HPV no cancer da cavidade oral aqui reportada foi também previamente
observada em dois outros estudos recentes no Brasil (Ribeiro et al. 2011; Spindula-Filho et al.
2011).

Uma recente meta-analise de estudos caso-controle mostrou um risco bruto para o
cancer oral 3,98 vezes maior para os individuos com infec¢do pelo HPV em comparagédo
aqueles sem infeccdo (Syrjanen et al. 2011). No entanto, além dos autores ndo terem controlado
o efeito do tabaco e do alcool, ndo houve acesso a localizagdo anatémica detalhada dos casos
de céncer oral, o que pode ter levado a erros de classificacdo. Um estudo realizado no México
somente com casos de cancer oral reportou um risco 6,2 vezes maior para os casos HPV

positivos (IC 95% = 2,98 - 12.97) em relacdo aos casos HPV negativos, mesmo ajustando pelo
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consumo de tabaco e alcool (Anaya-Saavedra et al. 2008). Esses achados corroboram estudos
anteriores que, no entanto, analisaram juntamente casos de cancer de orofaringe e cancer oral
(Hansson et al. 2005; Smith et al. 1998). A analise de diferentes sitios anatdbmicos, sobretudo a
inclusdo de sitios de orofaringe, dificulta o entendimento da relacdo entre 0 HPV e o céncer da
cavidade oral, assim como o reduzido numero de estudos avaliando a atividade do HPV
necessaria para o processo de carcinogénese.

Em relacdo aos casos de cancer de hipofaringe/laringe, os dados do presente estudo séo
similares ao reportados recentemente por Ribeiro et al. (2011) que reportaram baixa prevaléncia
do HPV nesse sitio anatémico e diferente de outros estudos no Brasil que reportaram maiores
prevaléncias (Brito et al. 2000; de Oliveira et al. 2006; Hassumi-Fukasawa et al. 2012; Miranda
et al. 2009; Silva et al. 2011). De acordo com uma recente avaliagdo de carcinogenicidade do
HPV realizada pela IARC, as evidéncias de associagdo causal entre 0 HPV16 e o cancer de
hipofaringe/ laringe sdo consideradas limitadas (Bouvard et al. 2009). O presente estudo suporta
dados prévios de auséncia de associagdo entre 0 HPV e o cancer de hipofaringe/ laringe
observado por um estudo recente, no qual somente um dos 24 casos analisados foi positivo para
infeccdo ativa pelo HPV (Hoffmann et al. 2012)

Em relagdo a prevaléncia do HPV nos casos de cancer de orofaringe aqui analisados
(18,3%; 13/71), embora menor que em alguns estudos com diferentes metodologias de deteccéo
viral (D'Souza et al. 2007; Smith et al. 2004), é consistente com outras estimativas observadas
(Franceschi et al. 2000), e idéntica a encontrada por um estudo caso-controle multicéntrico
realizado pela IARC em 9 paises, distribuidos entre Europa, Asia, Oceania, Africa e América
Central e do Norte (Herrero et al. 2003). No entanto, essa prevaléncia foi maior em comparacao
aos dados de outro estudo da IARC com pacientes da América Latina (4,4%), incluindo
individuos do Brasil e utilizando os mesmos iniciadores aqui empregados na primeira etapa das
PCRs (Ribeiro et al. 2011). A diferenca entre essas prevaléncias do HPV €, provavelmente,

devido a maior sensibilidade na deteccdo do HPV pela metodologia de PCR-nested com 0s
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iniciadores PGMY/GP+, utilizada neste estudo, em comparacdo a PCR utilizando os iniciadores
PGMY, conforme previamente demonstrado (Fuessel Haws et al. 2004; Gravitt et al. 2000;
Winder et al. 2009).

A atividade do HPV para os casos de cancer de orofaringe positivos por PCR no presente
estudo foi de 53,9% (7/13), menor que a reportada por estudos anteriores variando de 85,7%
(6/7; Smeets et al. 2007) a 100% (12/12; Hoffmann et al. 2012). Essa diferenca é provavelmente
devida, a maior sensibilidade de deteccdo do HPV pela metodologia aplicada no presente estudo
em comparacgao a esses estudos prévios.

Os achados do presente estudo também mostram uma alta prevaléncia de HPV na regido
orofaringea de individuos sem historico de cancer (22,9%; 52/227) em relagdo a estudos
analisando uma amostra maior de individuos controles e utilizando técnicas de PCR para
deteccdo do HPV, nos quais a prevaléncia variou de 0,2% a 17,3% (2/1058 - (Ribeiro et al.
2011); 120/1732 - (Herrero et al. 2003); 43/248 - (Anaya-Saavedra et al. 2008); 67/1680-
(Kreimer et al. 2011)). A prevaléncia de HPV observada aqui para os controles foi também
maior que a reportada por outros estudos no Brasil com menor nimero de individuos e
diferentes metodologias de deteccdo do HPV (Cortezzi et al. 2004; do Sacramento et al.
2006).(Kreimer et al. 2011). No entanto, essa prevaléncia foi similar a encontrada no México
(17,3%), inclusive dentre os casos positivos, cujas frequéncias de HPVs de alto-risco e baixo-
risco foram, respectivamente 55,8% e 44,2% (Anaya-Saavedra et al. 2008). Embora esses
estudos anteriores tenham sido realizados com critérios similares de elegibilidade para incluséo
dos controles, os métodos de coleta das células superficiais foram especificos para a cavidade
oral ou saliva dos individuos, ndo sendo amostrada a regido da orofaringe, como analisado no
presente estudo. No entanto, a prevaléncia aqui reportada foi também maior que um estudo
analisando amostras de tecido de tonsila sem evidéncia de cancer, nas quais o HPV foi detectado
em somente 1% (2/195) dos casos (Klingenberg et al. 2010), porém com diferentes

metodologias para deteccéo e tipagem viral.
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Algumas hipéteses para uma maior susceptibilidade da regido orofaringea em relacéo
ao HPV quando comparada a outros sitios de cabega e pesco¢o, sdo uma maior facilidade de
infeccdo nesse tecido devido a invaginagfes da camada do epitélio (Frisch & Biggar 1999) e a
presenca de citocinas produzidas pelo tecido linfoide que podem estimular a transcricao viral e
transformacéo celular (Franceschi et al. 2000). Adicionalmente, a complexa justaposic¢ao entre
0 epitélio escamoso celular e o tecido linfatico das tonsilas possui propriedades similares as
jungdes escamo-colunares do cérvix-uterino, onde ocorre a maioria dos cénceres HPV-
associados, apesar da presenca quase onipresente de infeccdo por HPV na vagina e vulva das
mulheres sexualmente ativas (Winer et al. 2003).

Apesar da similaridade entre as prevaléncias de HPV, o presente estudo sugere
fortemente que a distribui¢do dos tipos de HPV quanto ao potencial carcinogénico (alto ou
baixo-risco) é diferenciada entre casos de cancer e controles de orofaringe (p = 0,025).

Embora estudos prévios tenham encontrado uma maior prevaléncia do HPV16 tanto
para casos de cancer quanto para controles da cavidade oral e orofaringe (Smith et al. 2004), no
presente estudo o HPV16 foi o tipo mais frequente entre os casos de cancer de orofaringe
(69,2%; 9/13), similar aos dados de outros estudos (Gillison et al. 2000; Herrero et al. 2003;
Schwartz et al. 1998; Smith et al. 1998), e 0 HPV6 o tipo mais frequente nos controles de
orofaringe (44,2%; 23/52). A prevaléncia do HPV16 nos controles aqui analisados foi duas
vezes maior (5,7%; 13/227) que a encontrada nos controles de um estudo de base hospitalar
realizado nos EUA (2,8%; 17/604), no qual a coleta das células superficiais foi realizada a partir
de saliva com células da regido orofaringea (Zhao et al. 2005). Apesar da alta sensibilidade da
metodologia de PCR em tempo-real para deteccdo do HPV16 utilizada por estes Gltimos
autores, € possivel que essa diferenca nas taxas de prevaléncias seja devido as distintas origens
geograficas das amostras analisadas ou ainda pelo fato das células superficiais HPV positivas

da orofaringe estarem diluidas na saliva.
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Apesar dos dados da literatura sugerirem uma relagéo etiolégica entre o HPV e o cancer
de orofaringe baseadas na deteccdo e atividade do HPV, dados contrarios acerca das relacdes
entre 0 HPV e o céancer da cavidade oral e de hipofaringe/ laringe sugerem a necessidade de
mais estudos, sobretudo com maior casuistica, analise da atividade viral nesses sitios
anatomicos, e utilizagdo de metodologias com alta sensibilidade de detec¢do viral com

amostragens representativas de diferentes regides geograficas.
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6.2. Fatores de risco para o cancer de cabeca e pescoco e de orofaringe

Em relagéo a exposicdo ao HPV, uma maior estimativa bruta de risco para o cancer de
orofaringe foi verificada entre individuos HPV16 positivos em rela¢do aos individuos HPV16
negativos, como observado em outros estudos que reportaram essa associagdo mesmo ajustada
pelo efeito do sexo, idade, consumo de tabaco e alcool (D'Souza et al. 2007; Smith et al. 2004).
Apesar dessa associacao na analise ajustada ndo ter sido verificada no presente estudo, quando
analisamos apenas os individuos nunca tabagistas ou nunca tabagistas e nunca etilistas um
maior risco para o cancer de orofaringe foi observado entre individuos HPV16 positivos dentre
aqueles em comparagdo aos individuos HPV16 negativos, confirmando outros estudos
(Andrews et al. 2009; Gillison 2004; Gillison et al. 2000). Esses achados suportam a hipdtese
de que o efeito do HPV seja evidenciado no cancer de orofaringe na auséncia de fatores de risco
como tabagismo e o etilismo (Applebaum et al. 2007).

No presente estudo, a magnitude de associacdo para o cancer de orofaringe encontrada
entre individuos HPV16 positivos, nunca tabagistas e nunca etilistas (RC 15,24; IC 95% = 2,36
- 98,58) foi 2,5 vezes maior que aquela encontrada em um estudo caso-controle nos EUA (RC
6,1, IC 95% = 1,3 - 28; Andrews et al. 2009) incluindo tumores da cavidade oral e orofaringe,
dificultando assim a comparacédo dos dados. No entanto, a estimativa aqui encontrada foi menor
em comparagdo a outro estudo nos EUA, no qual somente o sitio de orofaringe foi analisado
(RC 43,7, IC 95% = 4,2 - 452,7), porem com uma maior propor¢do de individuos nunca
tabagistas e nunca etilistas (D'Souza et al. 2007) que a analisada no presente estudo.

Uma alta estimativa de risco para o cancer de orofaringe também foi verificada para
individuos com infeccdo pelo HPV16 e nunca tabagistas em comparacao a individuos HPV16
negativos (RC 88,88; IC 95% = 5,66 - 1397,86), similar ao reportado para individuos com
positividade para anticorpos E6 ou E7 do HPV16 e nunca tabagistas em comparacéo aqueles

com sorologia negativa (RC 64,5; IC 95% = 18,3 - 226,7; (Herrero et al. 2003), ainda que esses
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resultados possam representar infeccdes atuais ou prévias em qualquer sitio de lesdo HPV
relacionada.

A maior proporcao de individuos com HPV na orofaringe observada naqueles com mais
de dois parceiros sexuais e pratica de sexo oral em comparagdo aqueles com menos de dois
parceiros sexuais e sem pratica de sexo oral (p = 0,004) sugere que a transmissdo sexual do
HPV pela via genital-oral seja a principal via de infecg&o, corroborando com evidéncias prévias
(Herrero et al. 2003). No entanto, é possivel que outras vias de transmissdo, como o contato
digital- genital (Burchell et al. 2006) possam explicar a infec¢cdo pelo HPV nos casos de
orofaringe em individuos sem pratica de sexo oral analisados neste estudo. Apesar dessa relagcdo
encontrada entre um maior nimero de parceiros e préatica de sexo oral e presenca do HPV, ndo
foi verificado no presente estudo um aumento de risco para cancer de cabeca e pescogo ou
orofaringe em individuos com maior nimero de parceiros ou pratica de sexo oral,
contrariamente ao encontrado em alguns estudos anteriores (D'Souza et al. 2007; Kreimer et al.
2004; Rosenquist et al. 2005; Schwartz et al. 1998). Conforme a hip6tese de que o efeito do
HPV é evidenciado no cancer de orofaringe na auséncia de fatores de risco como tabagismo e
o etilismo, é possivel que essas associa¢des previamente reportadas tenham sido observadas por
uma maior proporcdo de individuos nunca tabagistas e nunca etilistas em comparagdo ao
presente estudo.

O maior risco para cancer de cabeca e pescoco verificado entre os individuos com
orientagdo homossexual ou bissexual neste estudo, pode estar relacionado ao fato de que este
grupo de individuos apresenta um consumo mais frequente de alcool, quando comparados aos
individuos heterossexuais (Greenwood et al. 2001).

Alguns autores tem observado um sinergismo entre a detec¢do do HPV e o consumo de
alcool nos casos de cancer de cabeca e pescoco (Smith et al. 2004), sugerindo que o alcool
possa biologicamente modificar o tecido da mucosa oral, aumentando potencialmente a

possibilidade de infeccdo pelo HPV (Molina et al. 2002). No entanto, esse sinergismo néo foi
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verificado no presente estudo, em concordancia com outros autores (Schwartz et al. 1998).
Estudos da reposta imune local em pacientes com cancer de cabeca e pesco¢o podem esclarecer
0 possivel sinergismo entre a infecgdo pelo HPV em pacientes com alto consumo de alcool.

A magnitude de associa¢do observada nesse estudo para o cancer de orofaringe em
individuos ex ou atuais tabagistas em comparagdo aqueles nunca tabagistas (RC 6,04; IC 95%
= 1,64 - 22,30), independente do efeito do alcool, foi similar as estimativas de risco prévias,
variando de 4 a6 (IARC 2004; Lee et al. 2009), apesar da heterogeneidade da origem geogréfica
da populagdo analisada. O risco para o cancer de cabeca e pesco¢o aqui reportado para
individuos tabagistas em comparacdo aqueles nunca tabagistas (9,91; IC 95% = 1,05 - 4,87) é
similar a estimativa para cancer de laringe reportada por Vineis et al. (2004) e maior que a
estimativa aqui observada para o cancer de orofaringe. Esse aumento de risco pode ser devido
a proporcdo de casos de cancer de laringe analisado dentre os casos de cancer de cabega e
pescoco, visto que esta € regido mais susceptivel aos efeitos do tabagismo (Hashibe et al. 2007).
Esses dados confirmam que o tabagismo é um forte fator de risco para o cancer de cabeca e
pescogo e de orofaringe como encontrado por outros estudos (Blot et al. 1988; Garrote et al.
2001; Hashibe et al. 2007; IARC 2004). A variacao do efeito desses fatores de risco de acordo
com o sitio do tumor analisado também foi encontrada em estudos prévios (Lee et al. 2009;
Vineis et al. 2004).

No presente estudo, tanto para o cancer de cabeca e pescogo, quanto para o cancer de
orofaringe a associacdo em relacdo ao etilismo foi verificada somente para individuos com alto
consumo de alcool, corroborando achados de outros autores (Hashibe et al. 2007).
Adicionalmente, o presente estudo suporta um sinergismo entre tabagismo e o alto consumo de
alcool no cancer de orofaringe verificado por um risco 2,3 vezes maior entre individuos ex ou
atuais tabagistas e com consumo de alcool acima de 21 gramas de etanol/dia (RC 13,82; IC

95% =1,71-111,43) em comparagéo aos individuos ex ou atual tabagista sem controlar o efeito
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do alcool (RC 6,04; IC 95% = 1,64 - 22,30). Esse sinergismo foi reportado previamente, ainda
que em diferentes magnitudes de associacdo (Blot et al. 1988; Iribarren et al. 1999).

Os dados do presente estudo mostraram associacdo entre a escassez de cuidado oral e 0
risco para o cancer de orofaringe entre individuos com nimero de escovacao dentaria menor
que uma vez ao dia, independente do consumo de tabaco e alcool, corroborando achados prévios
(Guha et al. 2007). A escassez de cuidado oral pode levar ao desenvolvimento de doenga
periodontal e uma resposta inflamatoria antibacteriana reconhecida por desempenhar um papel
no desenvolvimento de cancer (Karin et al. 2006). No entanto, a falta de cuidado oral ndo foi
associada ao cancer de cabeca e pescoco no presente estudo, assim como publicado
anteriormente em uma analise combinada de tumores da cavidade oral, faringe e laringe (Guha
etal. 2007), provavelmente devido a menor relacdo bioldgica dos cuidados orais sobretudo para
o0 cancer de hipofaringe/ laringe. Adicionalmente, o risco para cancer de orofaringe foi reduzido
para os individuos que realizaram consulta odontoldgica, assim como verificado anteriormente
(Guha et al. 2007). O nivel educacional tem sido utilizado para mensurar o status
socioeconémico de populagdes (Guha et al. 2007). No entanto, poucos estudos foram realizados
acerca do efeito dos fatores socioecondmicos ajustado por demais fatores de risco ambientais
associados aos tumores do trato aero digestivo (Conway et al. 2010). O status socioecondmico
foi um fator de risco para tumores do trato aero digestivo, independente do consumo de tabaco
e alcool em estudos prévios (Elwood et al. 1984; Ferraroni et al. 1989). No entanto, estudos
mais recentes mostram a auséncia de associacéo entre os efeitos socioeconémicos e o cancer de
cabeca e pescoco quando ajustado por consumo de tabaco e alcool (Conway et al. 2010;
Greenberg et al. 1991). No presente estudo, uma relacéo direta foi observada entre um maior
risco para o cancer de cabeca e pescoco e de orofaringe em individuos com menor grau de
instrucdo, independente do consumo de tabaco e &lcool. Entretanto, esses dados devem ser
analisados com cautela devido o reduzido nimero de individuos com cancer de orofaringe aqui

avaliados que pode ter comprometido a analise multivariada. A falta de clareza dessa avaliacédo
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ndo exclui a associacdo dos fatores de risco socioecondmicos a natureza complexa do cancer
de cabeca e pescogo, porém estudos mais detalhados e com maior nimero de casos sao

necessarios para o entendimento dessas relacdes.
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6.3. Superexpressao de p16INK4a como um marcador de atividade do HPV

A superexpressdo de p16INK4a tem sido sugerida como um marcador de atividade pelo
HPV nos casos de cancer de cabeca e pescogo (Hoffmann et al. 2012; Singhi & Westra 2010;
Smeets et al. 2007), dado a hipotese de um mecanismo de regulagdo negativa, no qual a proteina
viral E7 se liga a inibidores de ciclinas dependentes de quinases, como a proteina CDKN2A,
levando a um aumento do nivel de pRb fosforilada, a qual permite a progresséo do ciclo celular
(Jones et al. 1997). No entanto, um estudo recente mostrou que a superexpressao de p16INK4a
mediada pela proteina E7 do HPV16 é independente da inativacdo de pRb e regulada por
KDM6B, uma histona desacetilase, por uma via de reprogramacdo epigenética das células
hospedeiras (McLaughlin-Drubin et al. 2011). Essa hipotese recente suporta achados de casos
de cancer de cabeca e pescoco com atividade pelo HPV e negativos para p16INK4a (Hoffmann
et al. 2012), questionando a utilizagc&o deste marcador como substituto para detec¢cdo do HPV
no cancer de cabeca e pescoco.

No presente estudo, apesar de um alto valor preditivo negativo observado para todas as
comparagdes entre a deteccdo do HPV por PCR e p16INK4a nos diferentes sitios anatdmicos
de cancer de cabeca e pescoco, somente para 0s casos de cancer de orofaringe (sendo todos com
infeccbes ativas pelo HPV) foi possivel observar um alto valor preditivo positivo (82%),
corroborando dados prévios da utilizacdo desse marcador para identificacdo de infec¢des ativas
pelo HPV em casos de cancer de orofaringe quando a detec¢do do HPV por PCR néo é possivel
ser realizada (Klingenberg et al. 2010; Kumar et al. 2008; Licitra et al. 2006; Smith et al. 2008).
Além disso, o critério aqui utilizado para positividade de p16INK4a (baseado na marcacéo forte
ou difusa de mais que 70% das células tumorais) mostrou ainda um menor numero de casos
falsos positivos em relacdo a estudos prévios (Hoffmann et al. 2012; Smeets et al. 2007).

Apesar de alguns estudos mostrarem que pacientes com cancer de orofaringe e
superexpressdo de pl6INK4a e/ou presenca do HPV apresentam melhor sobrevida em

comparacao aqueles negativos (Ang et al. 2010; Lassen et al. 2009; Sedaghat et al. 2009), outros
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estudos reportam ndo haver diferenca no progndstico de pacientes submetidos a diferentes
protocolos de tratamentos em ensaios clinicos randomizados baseado no status de p16INK4a
e/ou HPV (Ang et al. 2010; Lassen et al. 2009; Smeets et al. 2007), sugerindo que esses status
ndo sejam suficientes para selecionar grupos de pacientes com melhor prognéstico. Portanto,
baseado nos dados atualmente disponiveis, um tratamento menos agressivo para 0s casos com
superexpressdo de pl6INK4a ainda ndo é justificado (Langendijk & Psyrri 2010). Estudos
futuros sobre a contribuicdo do HPV e a utilizagdo do marcador p161INK4a como indicador de
atividade viral nos distintos sitios anatdmicos dos tumores de cabeca e pescogo considerando
também a exposicdo aos fatores de risco bem estabelecidos, como tabaco e &lcool, sdo
necessarios a fim de identificar grupos de pacientes que possam ser beneficiados com diferentes
protocolos de tratamento.

Um estudo sobre a utilizacdo de p16INK4a como um marcador de atividade do HPV
em casos de cancer de orofaringe foi realizado em colaboragdo com a equipe do Dr. Gerald
Niedobitek analisando pacientes atendidos no Instituto de Patologia UKB, Berlim na Alemanha
(em preparacdo). Os resultados desse estudo prévio suportaram a definicdo dos critérios

utilizados nas analises de p16INK4a do presente estudo.
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7. Conclusotes

Este estudo mostra uma distinta relacdo etioldégica do HPV nos diferentes sitios de
cancer de cabeca e pescoco, sugerindo um papel etioldégico do HPV no cancer de orofaringe e
a limitada relacdo nos tumores da cavidade oral e hipofaringe/ laringe. Essa hipOtese é
sustentada, principalmente, pela presenca de atividade das oncoproteinas virais E6 e E7

somente para casos de cancer de orofaringe.

A prevaléncia do HPV na orofaringe de individuos saudaveis e nos casos de cancer de
cabeca e pescoco foi similar, porém com uma distribuicéo distinta dos tipos de HPV quanto ao
potencial carcinogénico. O grupo controle apresentou elevada prevaléncia de HPV de baixo-
risco, enquanto os casos de cancer de orofaringe foram relacionados a infeccdo por HPV de
alto-risco. O tipo mais frequente nos controles foi 0 HPV6, enquanto nos casos de cancer foi 0

HPV16.

Esse estudo caso-controle confirmou ainda a associagéo de fatores de risco previamente
estabelecidos para o cancer de cabeca e pesco¢o como tabaco e alcool, e outros anteriormente

sugeridos como o status socio-econémico e cuidados bucais.

Um maior risco para o cancer de orofaringe entre individuos HPV positivos nunca
tabagistas e/ou nunca tabagistas e nunca etilistas corrobora a hipétese de duas diferentes vias
na carcinogénese de orofaringe, uma desencadeada por fatores ambientais, como o consumo de
tabaco e alcool e outra direcionada pelo HPV, cujo efeito seja evidenciado na auséncia desses
fatores de risco. Estudos epidemioldgicos adicionais com maior numero de individuos com
cancer de cabeca e pescogo sem exposi¢ao ao tabaco e alcool sdo indicados para a confirmacgéo

desses dados.

A utilizacdo de p16INK4a como marcador para identificacdo de infeccdo ativa pelo

HPV no cancer de orofaringe foi suportada por esse estudo, ainda que com cautela para
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diferentes abordagens terapéuticas devido a presenca de casos falso-positivos. A aplicacdo

desse marcador nédo &, portanto indicada para os demais sitios anatdmicos de cabeca e pescogo.
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9. Anexos

Anexo la. Cdpia do documento de aprovacgdo do projeto original 71/05 emitida pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer.
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TR0 Nacirmm| de Cinosr

Comitd o Evlcn emy Pesquisa MCA
INCA

et
Memo 182/05-CEP-INCA Rio de Janeiro, 24 de novembro de 2005

A(0): Dr(a) Cibele Rodrigues Bonvicino
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n* 71/05 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Projeto - Diversidade gendmica do Papillomayirus Humano (HPV) em tumores solidos

Prezado(a) Doutor(a),

‘ Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer apés re-
analise aprovou o Protocolo intitulado Diversidade gendmica do Papillomavirus Humano (HPV)
em tumores solidos, bem como seu Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido em 11 de
novembro de 2005.

Estamos encaminhando a documentagdo pertinente para o CONEP, com vistas a registro e
arquivamento,

Atenciosamente,
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- INCA
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Anexo 1b. 'Cépia do documento de aprovagdo da emenda 1 do projeto 71/05 emitida pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer.
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Pesquisa do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia.
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ser desenvolvido no INTO, tendo o Instituto Nacional do Céancer como Instituigdo
vinculada e como pesquisador principal Michelle de Oliveira e Silva, estd de acordo
com os principios éticos estabelecidos pela Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Salde, o qual foi APROVADO em 18/02/2009 na reunido do Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia (INTO).
O Pesquisador estd autorizado a dar inicio a pesquisa em pauta, devendo
atender as seguintes exigéncias:
e Encaminhar a este CEP, relatério descritivo de seu andamento ao
final de cada semestre;
e Ao término da pesquisa, apresentar copia do trabalho concluido,

conforme metodologia exigida pela Instituicdo, impressa e em midia.

‘Rio de Janeiro, 19 de fevereiro de 2009

Larao Vianna

5010 F

Coordenador do
C:amitad da Ftira am Pacniiiea da INTN
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Anexo 3. Versdo do TCLE do projeto 71/05 para pacientes com material coletado previamente
em cirurgia no INCA e armazenado pelo BNT.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: Diversidade genémica do Papilomavirus Humano (HPV) em tumores sélidos

Nome do Voluntario:

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do estudo “Diversidade gendomica do
Papilomvirus Humano (HPV) em tumores solidos” que envolve a doacao de parte do material

tumoral previamente retirado do senhor(a) durante a cirurgia no Instituto Nacional de Cancer.

O que é HPV?

Papilomavirus Humano (HPV) é um virus que em poucos casos pode causar cancer. As
células que dao origem ao tumor podem estar infectadas por HPV e causar alteracdes em seu
material genético (DNA). A analise dos virus pode fornecer informagdes sobre o tumor que
futuramente podem ser usadas para determinar qual o melhor tipo de tratamento. Este virus

pode ser detectado por testes laboratoriais feitos com o material coletado.

Objetivos do estudo
. Comparar as caracteristicas do tecido tumoral e do sangue a fim de detectar
possiveis marcadores de cancer que possam favorecer o diagnéstico ou tratamento de
futuros individuos com céncer de cabeca e pescoco;
o Analisar a amostra de tumor e de sangue para a presenca do HPV e a expressao

de proteinas que possam estar relacionadas ao desenvolvimento do tumor.

Procedimento

Na ocasido dos procedimentos de rotina realizados neste hospital, o senhor foi
convidado a ter o material tumoral retirado em cirurgia e armazenado pelo Banco Nacional de
Tumores (BNT) do INCA para estudos futuros. Para este estudo, solicitamos a doagéo de uma
pequena parte deste material armazenado e de sangue também coletado naquela época. Este
procedimento ndo comprometera o diagndstico e tratamento do senhor ja que parte do material
foi também encaminhada ao Servico de Anatomia Patoldgica e ao Laboratério de Anélises
Clinicas do INCA como ¢ rotina para todos os pacientes. Todo o material coletado sera
processado e examinado no Laboratorio de Genética do INCA com técnicas de biologia

molecular.
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Para que o(a) senhor(a) possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa

conhecer seus riscos, beneficios e implicacdes.

Riscos

O tratamento do Sr(a) sera exatamente 0 mesmo caso Vocé participe ou ndo deste estudo.
Se por algum motivo o seu sangue ndo esteja armazenado no BNT, a coleta de sangue para 0
estudo sera realizada por uma enfermeira do INCA e coincidira com a coleta de sangue para 0s
exames rotineiros de forma a ndo ser prevista punc¢ao venosa adicional. Estas puncfes venosas
para exames laboratoriais, que séo parte de seu tratamento regular, podem resultar em dor no

local da puncdo ou manchas escuras que desaparecem em poucas horas.

Beneficios

A analise do material cedido pelo(a) senhor(a) pode fornecer informacdes sobre o
desenvolvimento e tratamento do cancer que futuramente poderao ser usadas para ajudar outras

pessoas com 0 mesmo tipo de cancer.

Acompanhamento, assisténcia e responsaveis
O acompanhamento e assisténcia ao(a) senhor(a) na instituicdo continuara 0 mesmo com

Ou sem sua participacdo no projeto.

Carater confidencial dos registros

Além da equipe de satde que cuidard do(a) senhor(a), seus registros médicos poderdo
ser consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA)
e equipe de pesquisadores envolvidos. Seu nome ndo sera revelado ainda que informaces de
seu registro médico sejam utilizadas para propositos educativos ou de publicagdo, que ocorrerao

independentemente dos resultados obtidos.
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Tratamento medico em caso de danos
Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, € que
necessite de atendimento medico, ficarda a cargo da instituicdo. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participacao neste estudo.

Custos (ressarcimento e indenizacao)

N&o havera qualquer custo ou forma de pagamento por sua participagdo no estudo.

Bases da participacéo

E importante que o(a) senhor(a) saiba que a sua participacio neste estudo é
completamente voluntdria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua
participacdo a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
direito. Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo no estudo, a equipe assistente
deve ser comunicada e sua participacdo no estudo sera imediatamente interrompida.

O médico responsavel por sua internacdo pode interromper sua participagdo no estudo

a qualquer momento, mesmo sem a sua autorizagao.

Garantia de esclarecimentos

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso, por favor, ligue para o Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino ou Michelle de
Oliveira e Silva no telefone (21) 3207-6589 ou (21) 9624-6151. Se vocé tiver perguntas com
relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode contar com um contato
imparcial, o CEP-INCA, situado a Rua André Cavalcanti 37, Centro, Rio de Janeiro, telefones
(21) 3207-6551 ou (21) 3207-6565, ou também pelo e-mail: cep@inca.gov.br

Li as informacdes acima e entendi o propdsito deste estudo assim como os beneficios e
riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar
neste estudo.

Entendo que poderei ser submetido a exames de adicionais necessarios a meu tratamento
e ndo receberei compensacdo monetaria por minha participacdo neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
P&gina de assinaturas

(Assinatura do Paciente) dia més ano

(Nome do Paciente — letra de forma)

/ /

(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao

paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /

(Assinatura da pessoa gue obteve o consentimento) dia més ano
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Anexo 4. Versdo do TCLE do projeto 71/05 para pacientes a serem submetidos a bidpsia de
tumor de orofaringe.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: Diversidade genémica do Papillomavirus Humano (HPV) em tumores solidos

Nome do Voluntario:

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do estudo “Diversidade gendmica
do Papillomavirus Humano (HPV) em tumores s6lidos” que envolve a realizagdo de uma
biopsia e coleta de sangue no Instituto Nacional de Cancer para estudos posteriores. Estes
procedimentos ndo fazem parte do diagndstico ou tratamento do(a) senhor(a) no INCA, sendo

exclusivamente para essa pesquisa.

O que é HPV?

Papillomavirus Humano(HPV) é um virus que em poucos casos pode causar cancer. As
células que dao origem ao tumor podem estar infectadas por HPV e causar alteragcdes em seu
material genético (DNA). A analise dos virus pode fornecer informacgdes sobre o tumor que
futuramente podem ser usadas para determinar qual o melhor tipo de tratamento. Este virus

pode ser detectado por testes laboratoriais feitos com o material coletado.

Objetivos do estudo
o Comparar as caracteristicas do tecido tumoral e do sangue a fim de detectar
possiveis marcadores de cancer que possam favorecer o diagndstico ou tratamento de
futuros individuos com céncer de cabeca e pescoco;
o Analisar a amostra de tumor e de sangue para a presenca do HPV e a expressao

de proteinas que possam estar relacionadas ao desenvolvimento do tumor.

Procedimento

Na ocasido dos procedimentos de rotina realizados neste hospital, o(a) senhor(a) sera
convidado(a) a participar deste estudo. Caso concorde em participar, o(a) senhor(a) sera
primeiramente encaminhado a uma enfermeira do Banco Nacional de Tumores (BNT) do INCA
para responder um questionario. Depois disso, o(a) senhor (a) serd encaminhado(a) a um
médico da secdo de cabeca e pescogo do INCA para realizar uma bidpsia, ou seja, retirada de

um pequeno fragmento do seu tumor com uso de anestesia local no ambulatorio de cabeca e
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pesco¢o. Uma parte deste material coletado serd armazenada pelo BNT do INCA e outra parte
ficara armazenada no Servico de Anatomia Patol6gica do INCA.

A coleta de sangue para o estudo sera realizada por uma enfermeira do INCA e
coincidira com a coleta de sangue para 0s exames rotineiros de forma a nao haver puncao
venosa adicional. Estas puncBes venosas para exames laboratoriais, que sdo parte de seu
tratamento regular, podem resultar em dor no local da pungdo ou manchas escuras que
desaparecem em poucas horas.

Estes procedimentos ndo comprometerdo o diagndéstico e tratamento do(a) senhor(a) no
INCA. Todo o material coletado sera processado e examinado no Laboratorio de Genética do

INCA com técnicas de biologia molecular.

Método alternativo

Caso seja verificada pelo médico cirurgido de cabeca e pescoco alguma dificuldade
técnica para realizacdo do procedimento a nivel ambulatorial, ou caso seja de preferéncia do(a)
senhor(a), o procedimento da bidpsia podera ser realizado no setor de endoscopia peroral do
INCA, com equipe de anestesia e endoscopia.

Para que o(a) senhor(a) possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa

conhecer seus riscos, beneficios e implicacoes.

Riscos

O seu tratamento sera exatamente 0 mesmo caso Vocé participe ou ndo deste estudo. O
procedimento de bidpsia podera causar um desconforto local que podera ser resolvido com a
indicacdo de um anestésico pelo proprio médico responsavel pelo procedimento.

A coleta de sangue para o estudo sera realizada por uma enfermeira do INCA e
coincidird com a coleta de sangue para 0os exames rotineiros de forma a ndo haver puncéo
venosa adicional. Estas puncOes venosas para exames laboratoriais, que sdo parte de seu
tratamento regular, podem resultar em dor no local da puncdo ou manchas escuras que

desaparecem em poucos dias.
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Beneficios
A andlise do material cedido pelo(a) senhor (a) pode fornecer informacdes sobre o
desenvolvimento e tratamento do cancer que futuramente poderao ser usadas para ajudar outras

pessoas com 0 mesmo tipo de cancer.

Acompanhamento, assisténcia e responsaveis
O acompanhamento e assisténcia ao(a) senhor(a) na instituicdo continuara 0 mesmo com

Ou sem sua participacdo no projeto.

Carater confidencial dos registros

Além da equipe de salde que cuidard de vocé, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA) e
equipe de pesquisadores envolvidos. Seu home nao serd revelado ainda que informacdes de seu
registro médico sejam utilizadas para propdsitos educativos ou de publicagdo, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos.

Tratamento médico em caso de danos
Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, € que
necessite de atendimento médico, ficarda a cargo da instituicdo. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participacao neste estudo.

Custos (ressarcimento e indenizacao)

Né&o havera qualquer custo ou forma de pagamento por sua participacao no estudo.

Bases da participacéo

E importante que o(a) senhor (a) saiba que a sua participacdo neste estudo é
completamente voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua
participacdo a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
direito. Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo no estudo, a equipe assistente
deve ser comunicada e sua participacdo no estudo sera imediatamente interrompida.

O meédico responsavel por sua internagcdo pode interromper sua participacdo no estudo

a qualquer momento, mesmo sem a sua autorizagéo.

148



Garantia de esclarecimentos

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso, por favor, ligue para o Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino ou Michelle de
Oliveira e Silva no telefone (21) 3207-6589 ou (21) 9624-6151. Se vocé tiver perguntas com
relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode contar com um contato
imparcial, o CEP-INCA, situado a Rua André Cavalcanti, 37, Centro, Rio de Janeiro, telefones
(21) 3207-6551 ou (21) 3207-6565, ou também pelo e-mail: cep@inca.gov.br

Li as informacdes acima e entendi o propdsito deste estudo assim como os beneficios e
riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas
foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar
neste estudo.

Entendo que poderei ser submetido a exames adicionais aos necessarios ao meu
tratamento e ndo receberei compensacdo monetaria por minha participacdo neste estudo.

Eu recebi uma cdpia assinada deste formulario de consentimento.

Pagina de assinaturas

(Assinatura do Paciente) dia més ano

(Nome do Paciente — letra de forma)
/ /

(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao
paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.
/ /

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano
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Anexo 5. Questionario epidemioldgico.
Formuléario de Cadastro dos Voluntarios

Identificacdo

No: Data da Entrevista: [/

Inicio: Término:

Sexo: Masculino: ( ) Feminino ( )

Informante: ( )Proprio ()Outro Grau de Relacionamento:
1. Endereco:
2. Bairro: 3. Cidade: 4. CEP: -
5,UF. 6. Pais: 7. Telefone:
8. Contato:
9. H& quanto tempo o Sr.(a) mora nesta cidade e estado? anos meses (menos de

1 ano =0/ ignorado = 99)

ENTREVISTADOR: Caso esteja morando ha menos de 1 ano, perguntar onde morava antes e
fazer as questfes 9 - 11. Caso negativo, seguir da questao 12.

10. Cidade: 11. UF: 12. Pais:
13. Nasc.: / / 14. ldade: anos

15. Situagdo Conjugal:

() Casado () Divorciado

() Solteiro () Desquitado

() Separado () Unido Estavel

16. Grau de Instrucao:

() Superior Completo () Fund. Completo
() Superior incompleto () Fund. Incompleto
()Médio Completo () Alfabetizacéo

() Médio Incompleto () Analfabeto

17. Qual Gltima série concluida com aprovacéo?

18. Na sua opinido qual € a sua cor / raca?
(1) Branca/ pele clara / clara (4) amarela / oriental / asiatica
(2) Parda / morena / mulata / mestica (5) indigena

(3) preta / negra / africana / escura

19. Classificacao de cor / raca feita pelo Entrevistador:

ENTREVISTADOR: Caso o voluntario nunca tenha trabalhado, escreva abaixo nao se aplica
(Cddigo = 0) e passe para 0 médulo TABACO.
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20. Qual a ocupacéo que o Sr.(a) exerceu por mais tempo?

21. Por quantos anos exerceu esta ocupacao?

Tabaco

1. Alguma vez na vida, o Sr.(a) fumou cigarro, mesmo uma ou duas tragadas?

() Sim () Néao () Ignorado

2. Somando todos os cigarros que o(a) Sr.(a) fumou a vida inteira, o total chega a 5 magos ou

100 cigarros?

() Sim () Néo () Ignorado
3. Atualmente o(a) Sr. (a) fuma cigarros diariamente?
() Sim () Néo () Ignorado

4. Que tipo de cigarro o(a) Sr.(a) fuma ou fumava?

5. Quantos anos o(a) Sr.(a) tinha quando comecou a fumar?

6. Quantos anos o(a) Sr.(a) tinha quando parou de fumar ou mudou o padrdo de consumo, isto
é, aumentou ou diminuiu a quantidade de cigarros

fumados?

7. Quantos cigarros ou macos o(a) Sr.(a) fuma(va)?
Qtd Consumida: Unidade: Frequéncia:

ENTREVISTADOR: Caso o voluntério tenha mudado o padréo de consumo de cigarros em um
ou mais periodo da vida continue preenchendo até que todos os periodos de mudanca tenham
se esgotado.

ENTREVISTADOR: Ao se marcar “N#o” na questdo 7, passe para o topico ALCOOL.

8. Alguma vez na vida, o Sr.(a) fumou outro produto derivado do tabaco como charutos,

cigarrilhas, ou cachimbo?

() Sim () Néo () Ignorado

9.A quantidade de charutos, cigarrilhas, ou cachimbo que o(a) Sr.(a) fumou a vida inteira chega
a 20?

() Sim () Néao () lgnorado

ENTREVISTADOR: Gostariamos que o(a) Sr.(a) descrevesse 0s periodos de sua vida em que
fumou ou parou de fumar charutos, cigarrilhas e cachimbos, as quantidades que fumou e outros
detalhes. Por favor, tente lembrar as mudancas mais importantes quanto a quantidade ou
periodos que tenha parado. Ignore as mudancas que ocorreram por periodos muito curtos
(menos de 1 ano).

10. Que tipo de outro produto derivado do tabaco o(a) Sr.(a) fuma ou fumava?

11. Quantos anos o(a) Sr.(a) tinha quando comecou a fumar esse derivado? anos.
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12. Quantos anos o(a) Sr.(a) tinha quando parou de fumar esse derivado ou mudou o padrdo de

consumo, isto é, aumentou ou diminuiu a quantidade de cigarros fumados? anos.
13. Quantos derivados o(a) Sr.(a) fuma(va)? Qtd. Consumida: Frequéncia:
Alcool

1. Na sua vida, houve algum periodo que o(a) Sr.(a) tenha tomado pelo menos uma dose de
bebida alcodlica todos 0s meses, ou seja, pelo menos uma vez por més?
() Sim () Néo () Ignorado

ENTREVISTADOR: Gostariamos que o(a) Sr.(a) descrevesse 0s periodos de sua vida em que
bebeu ou parou de beber, o tipo de bebida, as quantidades que consumiu e outros detalhes. Por
favor, tente lembrar as mudancas mais importantes quanto a quantidade ou periodos que tenha
parado. Ignore as mudancas que ocorreram por periodos muito curtos (menos de 1 ano) ou
bebidas consumidas ocasionalmente (menos de 1 vez por més).

2. Que tipo de bebida o(a) Sr.(a) toma ou tomava?

3. Quantos anos o(a) Sr.(a) tinha quando comecou a beber? anos.

4. Quantos anos o(a) Sr.(a) tinha quando parou de beber ou mudou o padrdo de consumo, isto
é, aumentou ou diminuiu a quantidade de bebida consumida? anos.

5. Quantas doses de bebida o(a) Sr.(a) bebia?

N° de doses: Unidade: Frequéncia:

6. Em que situacdo o(a) Sr.(a) costuma / costumava beber?

Durante a semana Nos finais de Nas refeicdes Entre as refei¢bes
() Sim semana () Sim
() Néo () Sim () Sim () Néo
() lgnorado () Néo () Néo () Ignorado
() Ignorado () Ignorado
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Saude e Habitos Sexuais

1. Com que frequéncia vocé lava suas maos apos ir ao banheiro?

() Nunca

() Raramente () Sempre

() As vezes () Nao sabe

2. Nos ultimos 2 anos, o(a) Sr.(a)consultou um odontologista para uma rotina ?
() Sim () Néao () Ignorado
3. Nos ultimos 12 meses, o(a)Sr.(a)escovou 0s dentes quase todos os dias ou diariamente?
() Sim () Néo () Ignorado
4. Quantas vezes por dia o(a) Sr.(a) costuma escovar os dentes?

() nenhuma () 2 vezes/dia () apds cada refeicéo
() 1vez/dia () 3 vezes/dia

5. O(a)Sr.(a)costuma fazer uso de enxaguante bucal?

() Sim () Néo () Ignorado
6. Alguma vez, o(a) Sr.(a) teve verrugas (papilomas), em sua boca ou garganta?
() Sim () Néo () Ignorado
7. O(a) Sr.(a) ja fez cirurgia para remocao de amigdalas?

() Sim () Néo () Ignorado
8. Alguma vez, o(a)Sr.(a) teve uma doenca sexualmente transmissiveis (DST)?
() Sim () Néo () Ignorado
9. Qual DST o(a)Sr.(a) ja diagnosticou?

()Gonorreia ()HPV

()Sifilis ()Trichomonas

()Clamidia () outras

()Herpes genital

10. Alguma vez, o(a)Sr.(a) ja foi testado(a) para o HIV, o virus que causa a SIDA?
() Sim () Néo () Ignorado

SOMENTE MULHER

1. Alguma vez, a Sra. realizou uma citologia oncoldgica (Papanicolau / preventivo)?

()sim () Néao () lgnorado

2. Quantas vezes a Sra. realizou este exame?

() 6/6 meses () umavez de 5em 5 anos

() umavez /ano () uma vez a cada 10 anos, ou mais

() uma vez de 2 anos
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3. Qual é a sua preferéncia sexual?

() heterossexual () bissexual
() homossexual () ignorado
4. Qual era a sua idade quando a Sra. teve sua primeira relacdo sexual? anos

5. Em seu tempo de vida, com quantos homens a Sra. ja teve relagdes sexuais?

()1-5 ()16-25 ()>100
()6-10 ()26-50 () lgnorado
()11-15 ()50-100

6. A Sra. utiliza preservativos (camisinha) nas relacdes sexuais?

() Nunca () Sempre

() Raramente () Ignorado

() Geralmente

7. A Sra. ja realizou sexo oral?

() Sim () Néo () Ignorado
8. Em seu tempo de vida, com quantos homens a Sra. ja realizou sexo oral?
()1-5 ()16-25 ()>100
()6-10 ()26 -50 () Ignorado
()11-15 ()50-100

9. A Sra. utiliza preservativos (camisinha) no sexo oral?

() Nunca () Geralmente () Ignorado
() Raramente () Sempre

10. Para seu conhecimento algum parceiro ja teve cancer de boca, lingua, laringe, cérvice
uterino, vulva, anus ou pénis?

() Sim () Néo () Ignorado
11. Qual tipo de cancer?

() Cervical () Anal () Boca

() Vulva () Pénis () Ignorado

SOMENTE HOMENS

1. Alguma vez, o Sr. consultou um urologista?

() Sim () Néo () Ignorado
2.Qual é a sua preferéncia sexual?

() heterossexual () bissexual

() homossexual () ignorado

3. Qual era a sua idade quando o Sr. teve sua primeira relacdo sexual?
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4. Em seu tempo de vida, com quantas mulheres o Sr. ja teve rela¢fes sexuais?

()1-5 ()16-25 ()>100
()6-10 ()26-50 () lgnorado
()11-15 ()50-100

5. A Sr. utiliza preservativos (camisinha) nas relacdes sexuais?

() Nunca () Sempre

() Raramente () Ignorado

() Geralmente

6. O Sr. ja realizou sexo oral?

() Sim () Néo () Ignorado
7. Em seu tempo de vida, com quantas mulheres o Sr. ja realizou sexo oral?
()1-5 ()16-25 ()>100
()6-10 ()26 -50 () Ignorado
()11-15 ()50-100

8. O Sr. utiliza preservativos (camisinha) no sexo oral?
() Sim () Néo () Ignorado

9. Para seu conhecimento algum parceiro ja teve cancer de boca, lingua, laringe, cérvice uterino,
vulva, anus ou pénis?

() Sim () Néo () Ignorado
10. Qual tipo de cancer?

() Cervical () Anal () Boca

() Vulva () Pénis () Ignorado
Cancer

1. Comecando pela sua mae, ela teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado

2. E o seu pai, ele teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado

3. Os seus pais sdo parentes entre si?
() Sim () Néao () lgnorado

4. A sua Avoé materna teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado

5. O seu AvO materno teve cancer?
() Sim () Néao () lgnorado

6. A sua Avo paterna teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado
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7. O seu Avo paterna teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado

8. Quantas irmas o(a) Sr.(a) tem ou teve, incluindo meia-irma?

9. Alguma de suas irmas teve cancer?
() Sim () Nao () lgnorado () Quantos

10. E irmaos, quantos irmaos o(a) Sr.(a) tem ou teve, incluindo meio-irméos?

11. Algum de seus irmaos teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado () Quantos

12. Quantas filhas o(a) Sr.(a) tem ou teve?

13. Alguma de suas filhas teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado () Quantos

14. E filhos, quantos o(a) Sr.(a) tem ou teve?

15. Algum de seus filhos teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado () Quantos

16. Quantas tias maternas o(a) Sr.(a) tem ou teve?

17. Alguma de suas tias maternas teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado () Quantos

18. Quantos tios maternos o(a) Sr.(a) tem ou teve?

19. Algum de seus tios maternos teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado () Quantos

20. Quantas tias paternas o(a) Sr.(a) tem ou teve?

21. Alguma de suas tias paternas teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado () Quantos

22. Quantos tios paternos o(a) Sr.(a) tem ou teve?

23. Algum de seus tios paternos teve cancer?
() Sim () Nao () lgnorado () Quantos

24. O(a) Sr.(a) tem ou teve cancer?
() Sim () Néo () Ignorado

ENTREVISTADOR: Ao se marcar “N&o” na questdo 24, finaliza-se a entrevista, caso marque
sim, prossiga.
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25. Quantas vezes o(a) Sr.(a) teve cancer?

26. O(a) Sr.(a) ja fez algum tratamento pra este cancer?
()Sim () Néo () Ignorado () Quantos
27. Qual tratamento?

() Cirurgia

() Horménio-terapia
() Quimioterapia

() Crioterapia

() Imunoterapia

() Radioterapia

() Laserterapia

() Fotocoagulacéo
() TMO

Obrigado por preencher este formulério!

Somente as pessoas diretamente envolvidas neste estudo terdo acesso a este formuléario e
ele nunca sera fornecido a qualquer pessoa para qualquer outra finalidade.
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Anexo 6. Versdo do TCLE aprovado pelo CEP do INTO para incluséo dos individuos do grupo-
controle.

Introducéo

O Sr.(a) estd sendo convidado a participar de um estudo sobre a importancia do HPV
(Papilomavirus Humano) no cancer de cabeca e pescogo. Para esse estudo precisamos de
amostras de individuos saudaveis (sem doenca) e por isso 0 Sr(a). esta sendo convidado.
Este documento é para informar sobre o que € o estudo e obter sua autorizacao para a coleta de
material que sera analisado. Leia atentamente as informacgdes abaixo e nos pergunte sobre

qualquer duvida que tiver.

O que é HPV?

Papilomavirus Humano (HPV) é um virus que em poucos casos pode causar cancer. A
andlise deste virus por testes de laboratério pode, futuramente, fornecer informacGes
importantes sobre o tratamento de algumas doencas.

Objetivo do estudo
Analisar a presenca do virus HPV na saliva de individuos saudaveis (sem doenca).

Procedimento

Antes da coleta de saliva o0 Sr(a). sera entrevistado através de um questionario sobre
alguns habitos de vida como uso de tabaco e alcool e também sobre habitos sexuais. Caso 0
Sr(a). concorde em responder 0 questionario, a seguir, sua saliva sera coletada na sua boca,
apenas uma unica vez, utilizando uma pequena escova estéril descartavel. Esta coleta é

superficial e ndo provoca dor ou qualquer outro tipo de desconforto.
Risco/ desconfortos e beneficios

Esse estudo ndo traz nenhum risco ou beneficio ao Sr(a). Apds o término do estudo, as

informacdes obtidas poderéo beneficiar futuramente os portadores do HPV.
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Confidencialidade
Seu nome ndo constara no questionario e todas as informacdes coletadas serdo mantidas

em sigilo e serdo andnimas (ndo serdo relacionadas ao seu home ou a sua pessoa).

Ressarcimento e Indenizacéo

O presente estudo tem finalidade cientifica sem fins lucrativos, ndo havendo, portanto,
nenhum ressarcimento ou indenizagéo dos sujeitos que participam do estudo.

Maiores esclarecimentos sobre davidas que o Sr.(a) possa ter sobre este estudo podem

ser obtidos nos enderecos e telefones abaixo:

Ma. Michelle de Oliveira e Silva— Doutoranda do Programa de Doutorado em Biologia Celular
e Molecular da FIOCRUZ. Tel. (21) 9624-6151.

Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino — Programa de Genética — INCA. Endereco: Rua André
Cavalcanti 37/ 4° andar. Tel. (21) 3233-1486.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

P&gina de assinaturas

Eu

, RG , abaixo assinado (a) concordo de livre e

espontdnea vontade participar como voluntario do estudo “Estudo caso-controle do

Papilomavirus Humano (HPV) no cancer de cabeca e pescogo”.

Confirmo que:
e Litodas as informacdes contidas neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
tirei minhas davidas;
e Concordo livremente em doar material coletado na boca para realiza¢do do estudo;
e Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboracdo neste estudo no momento
que eu desejar, sem necessidade de qualquer explicagéo;

e Recebi uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

De acordo com o exposto neste documento, atesto minha participacdo voluntaria no projeto
intitulado “estudo “Estudo caso-controle do Papilomavirus Humano (HPV) no cancer de
cabeca e pescoco”, autorizando a coleta de material pelo grupo de pesquisadores da FIOCRUZ,
do INCA e do INTO.

Rio de Janeiro, de de

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Nome e assinatura do responsavel pela obtencdo do consentimento informado:
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Anexo 7. Construcédo dos cell-blocks a partir de linhagens celulares.

O volume de células concentradas em pellet necessério é de aproximadamente 0,5 mL.
Para isso, aproximadamente trés garrafas de 150 cm? com cultura de células confluentes sdo
requeridas.

Na utilizacdo de células monocamadas aderentes ndo tripsinizar as células para evitar a
destruicdo de marcadores protéicos de superficie celular. As células aderidas devem ser
raspadas da garrafa com auxilio de espatula estéril para a solucdo de meio de cultura e

submetidas as seguintes etapas:

Transferir as células para um tubo de polipropileno de 50 mL;
Centrifugar por 7 minutos a 200 x g a temperatura ambiente;
Aspirar e descartar o sobrenadante;

Lavar o pellet com 15 ml de PBS 20X (com uma pipeta Pasteur sem ressuspender);

o~ w0 N

Centrifugar novamente caso o pellet tenha sido desfeito por 3 minutos a 200 x g, a

temperatura ambiente;

6. Adicionar formol 10% a 4°C e incubacdo overnight;

7. Transferir cuidadosamente o pellet para um papel filtro de forma que 0 mesmo caiba
embrulhado em cassete para preparacdo histopatoldgica;

8. Colocar o cell-block embrulhado em papel filtro no cassete;

9. Processar de acordo com a técnica de preparacédo histopatolégica.
OBS. Caso a preparacdo do bloco ndo possa ser feita imediatamente ap6s a fixacéo, remover o

formol e incubar a 4°C com 20 mL de etanol 70% SEM ressuspender o pellet pelo periodo de

até 24h. Ndo congelar as células. Seguir a partir do item numero 7.
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Anexo 8. Imuno-histoquimica para p16INK4a

Etapa de desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes nas laminas de TMA:

1.
2.
3.

Manter as laminas em estufa a 60°C por 30 minutos;

Realizar trés etapas de lavagens das laminas em solucéo de xilol por 10 minutos cada;
Incubar as laminas por cinco minutos em cada uma das concentragdes descendente de
etanol a seguir: 100%, 80% e 70%, seguida por posterior incubagdo por cinco minutos

em tampdo de lavagem do conjunto de reagentes.

Recuperacdo antigénica, bloqueio da peroxidase enddgena e ligacdo dos anticorpos

4.

© © N o o

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Aquecer as laminas por um minuto em solucdo Epitope Retrieval a 120°C em panela de
presséo;

Manter as laminas por 20 minutos a temperatura ambiente;

Realizar trés lavagens de cinco minutos cada utilizando o tampéo de lavagem;
Incubar as ldminas com solugédo Peroxidase-Blocking do conjunto de reagentes;
Lavar as laminas por cinco minutos com tampé&o de lavagem;

Adicionar as laminas 300 pl de anticorpo primario (Mouse Anti-Human p16'N<44);
Incubar em cdmara umida por 30 minutos a temperatura ambiente;

Lavar as laminas por cinco minutos trés vezes com tampao de lavagem;
Adicionar as laminas 300 ul de anticorpo de ligacdo (Visualization solution);
Incubar em cdmara Umida por 30 minutos a temperatura ambiente;

Lavar as laminas cinco minutos trés vezes com tampdo de lavagem;

Adicionar as laminas 300 ul da solugdo substrato-cromégeno (DAB);

Incubar em cdmara Umida por cinco minutos a temperatura ambiente;

Lavar as laminas por cinco minutos em tampdo de lavagem;

Contra-coloracdo, desidratacdo e montagem das laminas

18.
19.
20.

21.
22.

Incubar as ldminas em solucao de hematoxilina de Harris por 30 segundos;

Lavar em agua corrente por cinco minutos;

Desidratar as laminas através de banhos de cinco minutos em cada uma das sucessivas
solugdes com concentragdes crescentes de etanol (70%; 80%; seguida de duas lavagens
de etanol 100%);

Lavar as laminas por cinco minutos em cada uma das duas vezes em xilol 100%;

Montar as laminas.
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Anexo 9. Protocolo de hibridizacao in situ para deteccdo do EBV.

Etapa de desparafinizacdo das laminas de TMA:

1.

2.

Realizar trés etapas de lavagens das laminas em solucdo de Xilol por 10 minutos
cada;

Incubar as ldminas por trés minutos em cada uma das solucdes de etanol a seguir:

Duas vezes em etanol 100%:; duas vezes em etanol 96%; uma vez em etanol 80%, uma

vez em etanol 70% e posterior incubacdo em agua destilada.

Preparar para as etapas seguintes:

Cubetas, cAmara Umida (com DEPC+formamida), ajustar a estufa para 53°C).

Etapa de hidratacao:

3.

N o g &

10.

Incubar as laminas em dgua DEPC até o preparo da solu¢do 1 com 5 mL de HCI 2N
+ 45 mL de 4gua DEPC;

Descartar a 4gua DEPC e incubar as 1dminas na solucdo 1 por 20 minutos;
Descartar a solucdo 1 e incubar as laminas em PBS;

Preparar a solucdo 2 com 100 mL PBS 10X + 90 mL DEPC;

Preparar a solucdo 3 com adicdo de 50 mL da solugdo 2 e 200 pL de Pronase
(mantida a -20°C);

Descartar a solucdo de PBS da cubeta e adigdo da solugédo 3 seguida de incubacgéo
por 10 minutos;

Descartar a solucdo 3, adicdo da solucao 4 com 50 mL de PFA 4% e incubacdo por
20 minutos;

Descartar a solugéo 4 e adi¢éo do volume restante da solugéo 2 seguida de incubacéo
por 1 a 3 minutos.

Etapa de desidratacdo:

11.
12.
13.

Incubar as 1dminas em solucédo de etanol 70% por 3 minutos;
Incubar as ldminas em solucdo de etanol 100% por 3 minutos;

Incubar as ldminas a temperatura ambiente até a completa secagem do material.

OBS. E possivel parar nesta etapa e continuar no dia seguinte.

Preparar previamente para as etapas seguintes:

Ligar um termobloco a 80°C (para incubacdo da sonda por 30 segundos antes da reagéo) e outro

a 50°C (para incubacdo da solugéo de dextransulfato).
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Primeiro dia da hibridizacdo in situ:

14. Preparar o mix de hibridizag&o (volume final por reacdo de 50 uL)
OBS1: Contar TMA como 2 amostras;

OBS2: Atencéo para a ordem e as incubacdes abaixo destacadas.

% do vol.final Reagente x1 (UL) Ordem
50 Formamida 25 2
10 SSC 20X 5 3
1 Yeast-T-RNA 0,5 4
20 Dextransulfato 10 5
1 Sonda EBER1 (AS) 0,5 6
1 Sonda EBER?2 (AS) 0,5 6
gsp. H20 DEPC gsp. 8,5 1
Total 50

15. Vortexar 0 mix e em seguida dar um spin;
16. Adicionar 50 pL do mix colocando pequenas gotas sobre o tecido;
17. Incubar overnight as ldminas em estufa a 53°C em camara Umida. Incubar também

as duas solucgdes a serem utilizadas no préximo na estufa juntamente com as laminas.

Preparo das solucdes do sequndo dia de reacdo:

Solucédo 1 (Vf=100mL) Solucéo 2 (Vf=150mL)

45mL H20 DEPC | 135mL H20 DEPC
5mL SSC 20X 15mL SSC 20X
50mL Formamida
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Sequndo dia da hibridizacdo in situ:

18.
19.
20.

21.

22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

30.
31.
32.
33.
34.

Incubar as ldminas em 50 mL da solugéo 1 por 1h na estufa a 53°C;

Descartar a solucéo 1 e repeticdo da etapa 18 colocando uma nova solucgéo 1;
Descartar a solucdo anterior e incubacdo com 50 mL da solucdo 2 por 20 min a
37°C;

Descartar a solucdo anterior e incubacdo com 50 mL de uma nova solugéo 2 com
100 pL de RNAse A (mantida a -20°C) por 20 min a 37°C;

Descartar a solucéo anterior e incubacdo com os restantes 150 mL da solucédo 2 por
10 min a temperatura ambiente;

Incubar as 1dminas em tampéao Tris até as etapas seguintes de imunohistoquimica;
Incubar com anticorpo secundario por 30 min a temperatura ambiente;

Lavar as laminas com PBS (3 banhos por 2 min cada);

Incubar com 300uL de HRP polimero (Strepatvidina) por 30 min;

Lavar as laminas com PBS (3 banhos por 2 min cada);

Preparar da solucdo: 1250 de tampéo + 1 gota de DaB;

Incubar por até 5 min com a solucdo DaB (quando ha casos bem marcados
visualmente pode-se parar a reagéo);

Lavar das laminas com PBS por 5 min;

Incubar por 1 min em hematoxilina;

Lavar as laminas por 4 min em &gua corrente;

Incubar as ldminas overnight para secagem completa do material,

Realizar os banhos seriados de 1/1 min em:

70%, 80%, 96%, Abs, Abs, Xilol, Xilol

35.

Montar as laminas.
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Anexo 10. Copia do documento de aprovacao do projeto original 19/05 emitida pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer.

(. MINISTERIO DA SAUDE
Instiuto Nacional de Cincer
' I ”l Comité de Etica em Pesquisa-INCA
INCA
A: Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino Rio de Janeiro, 08 de dezembro de 2005

Pesquisadora Principal

Registro CEP n° 19/05 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do projeto: Genotipagem do Papillomavirus humano (HPV) em amostras cervicais de mulheres do
Estado do Rio de Janeiro

Prezada Doutora,

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer apos
reanalise decidiu aprovar o Protocolo intitulado: Genotipagem do Papillomavirus humano (HPV)
em amostras cervicais de mulheres do Estado do Rio de Janeiro, do qual a Sra. ¢ a Pesquisadora
Principal em 06 de dezembro de 2005.

2. Estamos encaminhando a documentag@o pertinente para o CONEP, com vistas a registro e
arquivamento.

Atenciosamente,

Dra. Adriana Scheliga
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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Anexo 11. Artigo publicado durante o periodo de doutorado. Oliveira-Silva M, Lordello CX,
Zardo LM, Bonvicino CR, Moreira MA 2011. Human Papillomavirus in Brazilian women with
and without cervical lesions. Virol J. 5;8:4.
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Oliveira-Silva et al. Virology Journal 2011, 8:4
http://www.virologyj.com/content/8/1/4

VIROLOGY JOURNAL

RESEARCH

Open Access

Human Papillomavirus in Brazilian women with
and without cervical lesions

Michelle Oliveira-Silva'f, Camila X Lordello®®", Lucilia MG Zardo?, Cibele R Bonvicino'?, Miguel AM Moreira®

Abstract

access the HPV frequency in Brazilian women.

distribution of HPV types by age.

Background: Human Papillomavirus (HPV) high-risk (HR) types are the causal factor for cervical cancer and
premalignant dysplasia. Data on frequency of HPV types provide a basis to design and evaluate HPV prevention
programs. Taking into account the heterogeneity of HPV types across and within populations this study aims to

Results: We identified 24 different types of HPV, including a Betapapillomavirus and a likely new type, previously
reported, from 132 women positive for the virus analysed by Hybrid Capture Il assay. These women were infected
by a single or multiple HPV types and 142 HPV strains were identified. HR types were found in 75% of women and
HPV types 16, 18, 45, 58, and 66 had the highest frequency. Significant differences in frequency of HR HPV types
were found for presence of cervical lesions, and for different HPV species and women age.

Conclusions: Compared with previous studies in Brazil, our data indicated differences in frequency and HPV type
diversity, a significant association of other HR-types but HPV16 and 18 and cervical lesions, and a trend for distinct

Background
Cervical cancer accounts for the third highest mortality
amongst cancers in women worldwide, with a higher
incidence and frequency in underdeveloped and devel-
oping countries [1]. The etiology of cervical cancer,
attributed to the high-risk types (HR) of Human Papillo-
mavirus (HPV), has been well established by experimen-
tal and epidemiological studies [2-4]. Due to the
discovery of more than 100 HPV types and the associa-
tion of some types with cancer, pre-cancerous lesions
and genital warts [5], a series of assays based on Poly-
merase Chain Reaction (PCR) amplification and nucleic
acid hybridization were designed for HPV detection.
HPV16 and HPV18 are the most types reported,
accounting for approximately 70% of all cervical cancers
[6] and are also frequent in women lacking cytological
abnormalities in different continents [7,8].

The high frequency of HPV16 and HPV18 in cervical
cancer and pre-cancerous lesions lead to development
of vaccines against L1 viral capsid proteins of these

* Correspondence: miguelm@inca.gov.br

t Contributed equally

*Genetics Division, Instituto Nacional de Cancer, Rio de Janeiro, Brazil
Full list of author information is available at the end of the article

( BioMVed Central

types [9,10]. However, the distribution and prevalence of
HR-HPV types have been shown to vary among popula-
tions worldwide [7,11-13] and also in Brazil [14-24],
where most of studies were performed in Southeast
region, employing different methodologies for HPV
detection and typing showing, particularly for HPV18,
the largest variation in prevalence [25]. Considering the
use of different methodologies for HPV typing, the
DNA sequencing is the only procedure capable to
recognize all HPV types and variants present in a biolo-
gical specimen. Despite of direct sequencing is not ade-
quate for the identification of multiple infections,
preferentially detecting types over-represented in a sam-
ple [26], this method has been used in many studies on
HPV prevalence [27-30].

Taking in account that the characterization of HPV
types will be valuable to implement immunization
polices and to monitor the presence of different HPV
types, the present study aim to accesses the diversity of
HPV types in women from communities of low socioe-
conomic status of the Metropolitan region of the city of
Rio de Janeiro city, Brazil.

© 2011 Oliveira-Silva et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Methods

Study Subjects

We studied women from Duque de Caxias and Nova
Iguacgu, two municipalities with low socioeconomic sta-
tus in the state of Rio de Janeiro, Brazil, assisted by the
governmental Family Health Program. They had been
visited by trained health care professionals and invited
to participate in studies for evaluating the efficacy of dif-
ferent methods for detecting cervical lesions [31], and
the Hybrid Capture II (HCII) assay for early detection of
cervical cancer [32], and also the quality of records on
cervical cancer in Brazil [33]. Socio-demographic, cyto-
logical data and endocervical samples of these women,
collected between December 2001 and July 2002, were
used in the present study. Pap tests had not been carried
out in any of these women in the last three years before
sample collections; they had not been pregnant, had not
given birth at least six months before inclusion, have
had sexual relation, had not gone through hysterectomy,
and were between 25 and 59 years of age. Endocervical
samples were obtained using a conical-shaped brush and
stored at -20°C in Digene Specimen Transport Medium™
under denaturing conditions. In this present study, only
HPV+ women diagnosed previously by HCII assay were
analyzed, totalizing 297 women. This study was
approved by the Ethics Committee of the Instituto
Nacional de Céncer (registration number 19/05).

The conventional cytology results was classified
according to the recommendations of Brazilian Ministry
of Health and Brazilian Society of Cytology [26], which
is based on Bethesda’s definition [34].

Extraction, Amplification and HPV DNA Typing

Samples were submitted to pH neutralization step with
addition of HCI 1N. DNA isolation was carried out with
QIAamp DNA Mini and Blood Kit (QIAGEN, Helden,
Germany) following the manufacturer’s instructions,
modified at the elution step that was performed with
30 uL of AE bulffer.

HPV DNA amplification was performed by nested-
PCR with MY09/11 [35] and GP05/06+ [36] primers,
the amplicons were purified with the Illustra GFX PCR
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, UK)
before being submitted to direct sequencing, using Big
Dye Terminator Kit V3.1 (Applied Biosystems), in a ABI
3730 sequencer at the Genomic DNA Sequencing Plat-
form (PDTIS) of FIOCRUZ [37]. The samples that
could not be typed by direct sequencing due to overlap
of sequence-peaks were cloned with pMOSBlue Blunt
Ended kit (GE Healthcare, UK) and eight clones were
sequenced for each patient.

Identification of HPV types was carried out with the
Blast software http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
and by phylogenetic analysis within the MEGA 4.0

Page 2 of 6

software [38] applying Neighbor-Joining and Kimura’s-
2-Parameter (K2P) distance model. Phylogenetic
analysis included reference sequences from Alphapa-
pillomavirus. Sequences from Betapapillomavirus and
Deltapapillomavirus were used as outgroups. The
strength of each node was evaluated by bootstrap test
with 1,000 replicates. HPV types were epidemiologi-
cally and phylogenetically classified following Muifioz
et al [5] and de Villiers et al [39], respectively.

Statistical Analysis

Association between HPV types and cytology results for
women with single infection was performed with the y>
test. Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests were used
to analyze differences between age at diagnoses and
HPV type for all women.

Results

A total of 297 women positive for HCII assay had sam-
ples available for DNA isolation and 132 of these had
HPV DNA successfully amplified. Despite this, there
were no significant differences in respect to the cytolo-
gical results (ASCUS, AGUS, LSIL and HSIL) and age
between women that had HPV DNA successfully
amplified and those that not had. The mean age of the
132 women were 39.5 years, ranging from 25 to 59
years of age.

A total of 123 women had the HPV type identified
totalizing 142 HPV sequences corresponding to women
infected with single, multiple HPV types or by different
strains of the same type (GenBank accession numbers
HQ834551 - HQ834692). Infections by multiple HPV
types or by different strains were found among the 39
women that could not be typed by direct sequencing
due to overlap of sequence-peaks and were submitted to
molecular cloning and clone sequencing. HPV typing
carried out with Blast and confirmed by phylogenetic
analysis showed the presence of 24 different HPV types,
including HPV17, a Betapapillomavirus often identified
in cutaneous lesions [39], and a new likely type pre-
viously reported as SW1 [40]. One hundred and twelve
women were found to be infected by a single HPV type
and 11 showed co-infection, 9 of which by two types
and two by three types. Among 132 women that had
the HPV type amplified, 63.6% (84/132) had no cervical
lesions, 14.4% (19/132) had atypical squamous cells of
undetermined significance (ASCUS) or atypical glandu-
lar cells of undetermined significance (AGUS), 9.8% (13/
132) had low-grade squamous intraephitelial lesion
(LSIL) and 19.7% (26/132) had high-grade squamous
intraephitelial lesion (HSIL) (Table 1).

The frequency of HPV HR-types among HPV+
women was 75% (99/132 women), with a highest fre-
quency for HPV16 (28%; 37/132), followed by HPV18


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=search&term=HQ834551
http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=search&term=HQ834692

Oliveira-Silva et al. Virology Journal 2011, 8:4
http://www.virologyj.com/content/8/1/4

Page 3 of 6

Table 1 HPV type and cytological results of the 132 HPV+ women

Cytological results*

HPV type Normal

ASCUS AGUS LSIL HSIL No. women

Single Infection
(N=112)
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*ASCUS, Atypical squamous cells of undetermined significance; AGUS, Atypical glandular cells of undetermined significance; LSIL, Low-grade squamous

intraephitelial lesion; HSIL, High-grade squamous intraephitelial lesion.

(14.4%; 19/132), HPV45 (7.6%; 10/132), HPV58 (6.8%; 9/
132), HPV66 (6.8%; 9/132), HPV31 (3.8%; 5/132) and
HPV33 (3.0%; 4/132). Considering only the 84 HPV+
women with normal cytology, we found frequencies of
28.6% (24/84) for HPV16 and 19.0% (16/84) for HPV18.

A significant lower proportion of LSIL and HSIL was
found among women infected by HPV16 and/or HPV18
when compared to the ones infected by other HR-types
(x? test, p = 0.0411). Our data also showed that infec-
tion by alpha-7 (including HPV18, 39, 45, 59, 68 and
70) and alpha-9 species (including HPV16, 31, 33, 35,
52, 58 and 67) presented a significant distinct distribu-
tion by age at diagnosis respective to women positive
for other HPV types (Mann-Whitney test, p = 0.0187)

(Figure 1). However, separate comparisons among
alpha-7 infections, alpha-9 infection, and infections by
other HPV types, did not show a significant different
distribution by age (Kruskal-Wallis test, p = 0.06).

Discussion and Conclusions

All cervical samples included in the present study were
HPV+ by the HCII assay, which include probes for detec-
tion of 18 Alphapapillomavirus types (HR types: HPV16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68; LR types:
HPV6, 11, 42, 43 and 44). However, we identified 12 HPV
types (HPV17, 30, 53, 66, 70, 72, 74, 82, 83, 89, 90 and
SW1) not included in that set of probes. These findings
reinforced previous evidence of cross-hybridizations
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Figure 1 HPV types and age. Comparison of the distribution of
infections by HPV alpha-7 and 9 versus other HPV species and
women age. N = Number of HPV strains identified considering
single and multiple infections. Bars indicate the mean and standard
error of the mean.

among probes used in HCII test [41-45]. Interestingly, the
Betapapillomavirus HPV17 was also identified, a type
frequently associated to cutaneous lesions, indicating
that probes contained in the HCII test were capable of
cross-hybridizing with viruses not belonging to
Alphapapillomavirus.

In Brazil, most studies on HPV frequency used as
inclusion criteria the suspicion of HPV infection, pre-
sence of cervical lesions or cancer. In our study, these
criteria were not used, a reason why we compared our
findings with studies with similar inclusion criteria
[15,19-24]. Three of these studies were performed in
Northeast region, two in the same city (Recife), and the
HPV frequency reported were discrepant among them
and also in comparison with our study. Franco et al
[21], carried out a study with 122 HPV+ in Jodo Pessoa
city, using dot blot hybridization method for typing and
found a lower frequency of HPV45 (3.1%) and higher
frequency of HPV33 (13.5%) than here reported (7.6%
and 3.0%, respectively). In Recife city, Lorenzato et al
[22] analyzing 214 HPV+ women and using PCR/RFLP
for HPV typing, found a higher frequency of HPV31
(21.4%) and a lower frequency of HPV18 (2.4%) in com-
parison with our findings (3.8% and 14.4%, respectively).
The third study by Baldez et al [20], also conducted in
Recife, analyzed 213 HPV+ women using specific pri-
mers for PCR amplification of four HPV types and
found a higher frequency of HPV16 (78%) and HPV31
(15.5%), and lower frequency of HPV18 (2.8%) in respect
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to our data (28.0% of HPV16; 3.8% of HPV31 and 14.4%
of HPV18).

In a study performed in Metropolitan region of Rio de
Janeiro city at the Southeast region of Brazil, Oliveira
et al [19] analyzing 82 HPV+ young women (between
14 to 26 years old), using PCR/RFLP for HPV typing,
reported a higher frequency of HPV31 (12.2%) than the
one found by us (3.8%), and accounting for the second
most frequent type after HPV16. In addition, a lower
frequency for HPV16 (18.3%) and HPV18 (2.4%) were
observed in comparison to our data (28.0% and 14.4%,
respectively). In state of Sdo Paulo, also in Southeast
region of Brazil, Lippman et al [15], analyzed 135 HPV+
women of 18 to 40 years of age, and employing PCR/
RFLP for HPV typing, detected a large diversity of HPV
types with lower frequencies for HPV16 (17%), HPV45
(2.2%), HPV58 (4.4%) and HPV66 (2.2%) in comparison
to our data (28.0% for HPV16; 7.6% for HPV45; 6.8%
for HPV58 and 6.8% for HPV66).

In two studies performed at the South region of Brazil,
the first by Krambeck et al [24] in the state of Santa
Catarina, using PCR/RFLP for HPV typing, in 29 HPV+
women, and the second by Rosa et al [23] in the state of
Rio Grande do Sul, using specific primers for typing
HPV16, HPV1S8, and HPV31, in 179 HPV+ women,
reported lower frequencies for HPV16 (17.2% and
18.6%, respectively) than the found here (28.0%). How-
ever, the second most frequent types identified in these
studies (HPV53 with 10.3% and HPV31 with 15.8%,
respectively) were found with higher frequencies than in
our study (HPV53 with 3.0% and HPV31 with 3.8%).
Furthermore, the HPV18 was not reported in state of
Santa Catarina although this type has been found in the
state of Rio Grande do Sul with lower frequency (3.3%)
than the observed by us (14.4%).

Concerning the 84 HPV+ women with normal cytol-
ogy, we found a higher frequency of HPV16 (28.6%;
24/84) and HPV18 (19.0%; 16/84) than in a meta-analy-
sis, restricted to women with normal cytology, carried
out for South America [7] with 15% and 5%, respec-
tively. In addition, this meta-analysis found a frequency
of 7% for HPV58, the second most frequent type, simi-
larly to our sample (6.0%; 5/84) in which this type was
the fourth most frequent. These data provide a comple-
mentary picture to studies of HPV type distribution in
women with cancer or precancerous lesions.

Our results indicated a trend for a higher proportion
of lesions in women infected by HR-types other than
HPV16 and/or HPV18, indicating that other HR-HPVs
must also be considered for further implement appropri-
ate immunization and monitoring policies. Moreover,
the considerable difference in frequency of HPV types
amongst previous studies (e.g.: ranging from 17.2% to
78.7% for HPV16, and from 0% to 14.4% for HPV1S,
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among HPV+ women), evidences the need to further
investigations to improve information of geographical
distribution of HPV types in Brazil using standardized
methodologies to HPV detection and typing.
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Anexo 12. Distribuicdo dos estadiamentos dos casos de cancer de cabeca e pescogo e de
orofaringe de acordo com a exposicdo ao HPV de alto ou baixo-risco.

HPV baixo-risco HPV alto-risco
N % N % p valor®
Céncer de CP
Estadio precoce 4 57,1 3 42,9
0,06
Estadio avancado 0 0,0 14 100,0
Cancer de Orofaringe
Estadio precoce 2 50 2 50
0,08
Estadio avangado 0 0,0 9 100

S$Teste exato de Fisher.

Anexo 13. Distribuicdo dos graus de diferenciacdo dos tumores de cabeca e pescoco e de
orofaringe de acordo com a exposicdo ao HPV de alto ou baixo-risco.

HPV baixo-risco HPV alto-risco
N % N % p valor®
Céncer de CP
Diferenciado 1 14,3 6 85,7
Moderadamente diferenciado 2 18,2 9 81,8 0,53
Pouco diferenciado 2 40,0 3 60,0
Cancer de Orofaringe
Diferenciado 0 0,0 3 100
Moderadamente diferenciado 1 16,7 5 83,3 0,55
Pouco diferenciado 1 33,3 2 66,7

O numero de casos pode variar do total devido aos casos com dados ndo disponiveis.

$Teste de Qui-quadrado.
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Anexo 14. Modelos preditores testados para o cancer de cabeca e pescoco.

Razdes de Chances (1C 95%)

Modelo 1.
Idade 1,07
Sexo
Feminino 1,0
Masculino 5,09

(1,05-1,09)

(3,23-8,03)

Verossimilhanga: 524,035; R% 0,28.

Raz6es de Chances (IC 95%)

Modelo 2.
Idade 1,07
Sexo
Feminino 1,0
Masculino 2,82
Tabagismo
Nunca tabagista 1,0
Ex ou atual tabagista 6,59

(1,05-1,09)

(1,73-4,67)

(3,87-11,22)

Verossimilhanga: 456,575; R% 0,39.

Razdes de Chances (IC 95%)

Modelo 3.
Idade 1,08
Sexo
Feminino 1,0
Masculino 2,26
Tabagismo
Nunca tabagista 1,0
Ex ou atual tabagista 9,14
Carga etilica
<9 g/dia de etanol 1,0
10-21 g/dia de etanol 1,65
>21 g/dia de etanol 5,71

(1,04-1,11)

(1,05-4,87)

(3,47-28,31)

(0,47-5,84)
(2,18-14,97)

Log de Verossimilhanga: 253,568; R%: 0,46.
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Modelo 4.
Raz6es de Chances (IC 95%)

Idade 1,07 (0,05-1,09)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 3,10 (1,83-5,25)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 7,4 (4,10-13,37)
Etilismo

Nunca etlista 1,0

Ex ou atual etilista 0,75 (0,41-1,37)

Log de Verossimilhanca: 455,688; R%: 0,40.

Modelo 5.
Razb6es de Chances (IC 95%)

Idade 1,05 (1,02-1,08)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,71 (1,32-5,58)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 15,78 (5,71-43,65)
Tempo de etilismo

<11 anos 1,0

12-21 1,70 (0,57-5,06)

>21 4,87 (1,80-12,48)

Log de Verossimilhanca: 277,120; R% 0,45.

Modelo 6.
Razdes de Chances (IC 95%)

Idade 1,05 (1,01-1,08)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,36 (1,00-1,55)
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 1,03 (0,25-4,17)

>21 g/dia de etanol 3,68 (1,26-10,76)
Tempo de tabagismo

<25 anos 1,0

>25 anos 5,16 (2,43-10,97)

Log de Verossimilhanga: 211,879; R% 0,35.
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Modelo 7.

Razdes de Chances (1C 95%)

Idade 1,08 (1,05-1,12)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 1,87 (0,84-4,41)
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 1,80 (0,47-6,87)

>21 g/dia de etanol 7,67 (2,72-21,62)
Tempo de tabagismo

<25 anos 1,0

>25 anos 11,89 (3,93-36,04)
Cor da pele

Negra 1,0

Multi-étnica 6,55 (2,36-18,22)

Branca 3,03 (1,17-7,85)
Log de Verossimilhanca: 239,301; R% 0,50.
Modelo 8.

Raz6es de Chances (IC 95%)

Idade 1,08 (1,04-1,12)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,33 (0,99-5,48)
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 1,81 (0,46-7,14)

>21 g/dia de etanol 8,16 (2,74-24,26)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 13,06 (4,19-40,75)
Cor da pele

Negra 1,0

Multi-étnica 8,56 (2,94-24,91)

Branca 3,95 (1,46-10,65)
Grau de instrucéo

Superior 1,0

Ensino médio/ fundamental 7,37 (2,50-21,72)

Alfabetizado/ analfabeto 19,03 (3,37-107,58)

Log de Verossimilhanga: 221,349; R% 0,56.
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Modelo 9.

Idade
Sexo
Feminino
Masculino
Carga etilica
<9 g/dia de etanol
10-21 g/dia de etanol
>21 g/dia de etanol
N° de pacote-anos
<25 pacotes/ano
>25 pacotes/ano
Cor da pele
Negra
Multi-étnica
Branca
Grau de instrucéo
Superior
Ensino médio/ fundamental
Alfabetizado/ analfabeto

Raz6es de Chances (IC 95%)

1,05

1,0
2,34

1,0
1,21
6,34

1,0
3,02

1,0
8,29
3,72

1,0
6,55
14,45

(1,01-1,10)

(0,93-5,91)

(0,30-5,48)
(2,03-21,04)

(1,43-6,38)

(2,67-25,79)
(1,32-10,48)

(2,12-20,23)
(2,33-89,75)

Log de Verossimilhanga: 191,492; R% 0,44.
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Modelo 10.

Idade
Sexo
Feminino
Masculino
Carga etilica
<9 g/dia de etanol
10-21 g/dia de etanol
>21 g/dia de etanol
Tabagismo
Nunca tabagista
Ex ou atual tabagista
Cor da pele
Negra
Multi-étnica
Branca
Grau de instrucéo
Superior
Ensino médio/ fundamental
Alfabetizado/ analfabeto
Resultado para HPV
Negativo
Positivo

Raz6es de Chances (IC 95%)

1,08

1,0
2,33

1,0
1,72
7,22

1,0
12,33

1,0
8,17
3,73

1,0
6,80
19,47

1,0
0,59

(1,04-1,12)

(0,99-5,48)

(0,43-6,83)
(2,38-21,85)

(3,94-38,61)

(2,79-23,86)
(1,37-10,14)

(2,28-20,29)
(3,35-112,99)

(0,24-1,45)

Log de Verossimilhanga: 220,026; R%: 0,56.
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Modelo 11.

Idade
Sexo
Feminino
Masculino
Carga etilica
<9 g/dia de etanol
10-21 g/dia de etanol
>21 g/dia de etanol
Tabagismo
Nunca tabagista
Ex ou atual tabagista
Cor da pele
Negra
Multi-étnica
Branca
Grau de instrucéo
Superior
Ensino médio/ fundamental
Alfabetizado/ analfabeto
Exposi¢do por tipo de HPV
Baixo-risco
Alto-risco

Raz6es de Chances (IC 95%)

1,06

1,0
5,58

1,0
1,59
5,36

1,0
4,27

1,0
6,39
4,19

1,0
2,76
20,01

1,0
2,21

(0,98-1,14)

(0,42-74,33)

(0,093-27,5)
(0,54-53,1)

(0,46-39,44)

(0,49-83,05)
(0,39-44,87)

(0,27-27,85)
(0,37-1095,3)

(0,31-15,57)

Log de Verossimilhanga: 40,238; R% 0,47.
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Modelo 12.

Idade
Sexo
Feminino
Masculino
Carga etilica
<9 g/dia de etanol
10-21 g/dia de etanol
>21 g/dia de etanol
Tabagismo
Nunca tabagista
Ex ou atual tabagista
Cor da pele
Negra
Multi-étnica
Branca
Grau de instrucéo
Superior
Ensino médio/ fundamental
Alfabetizado/ analfabeto
Exposicao por HPV16
Negativo
Positivo

Raz6es de Chances (IC 95%)

1,08

1,0
2,36

1,0
1,78
8,00

1,0
13,12

1,0
1,98
3,89

1,0
7,34
18,57

1,0
0,78

(1,04-1,12)

(1,00-5,57)

(0,45-7,03)
(2,68-23,89)

(4,20-40,97)

(0,03-144,79)
(1,43-10,57)

(2,48-21,72)
(3,26-105,74)

(0,21-2,89)

Log de Verossimilhanga: 221,118; R% 0,56.
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Anexo 15. Modelos preditores testados para o cancer de orofaringe.

Modelo 1.

Idade

Sexo
Feminino
Masculino

Raz6es de Chances (IC 95%)

1,06 (1,04-1,09)
1,0
8,81 (4,04-19,20)

Verossimilhanga: 267,702; R% 0,27.

Modelo 2.

Idade
Sexo

Feminino

Masculino
Tabagismo

Nunca tabagista

Ex ou atual tabagista

Raz6es de Chances (IC 95%)

1,06 (1,02-1,09)
1,0

4,90 (2,20-10,91)
1,0

9,23 (3,969-23,11)

Log de Verossimilhanca: 233,794; R% 0,39.

Modelo 3.

Idade
Sexo
Feminino
Masculino
Tabagismo
Nunca tabagista
Ex-tabagista
Atual tabagista

Razb6es de Chances (IC 95%)

1,07 (1,04-1,11)
1,0
5,43 (2,36-12,39)
1,0
5,96 (2,25-15,80)
21,96 (7,55-63,93)

Log de Verossimilhanga: 222,485; R% 0,43.
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Modelo 4.

Razdes de Chances (1C 95%)

Idade 1,0 (0,95-1,04)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 4,51 (1,78-11,43)
Tempo de tabagismo

<25 anos 1,0

>25 anos 32,59 (6,93-153,25)

Log de Verossimilhanga: 156,945; R% 0,42.

Modelo 5.
Raz6es de Chances (IC 95%)

Idade 1,01 (0,97-1,05)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 4,17 (1,64-10,58)
N° de pacote-anos

<25 pacotes/ano 1,0

>25 pacotes/ano 13,40 (4,56-39,37)

Log de Verossimilhanca: 163,318; R% 0,38.

Modelo 6.
Razb6es de Chances (IC 95%)

Idade 1,08 (1,03-1,12)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,43 (0,85-6,92)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex-tabagista 3,59 (0,90-14,31)

Atual tabagista 13,70 (3,21-58,60)
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 3,40 (0,30-38,85)
>21 g/dia de etanol 15,73 (1,90-130,36)

Log de Verossimilhanga: 147,702; R% 0,46.
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Modelo 7.

Raz6es de Chances (IC 95%)

Idade 1,04 (0,99-1,09)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,96 (1,03-8,52)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex-tabagista 6,64 (1,78-24,80)

Atual tabagista 24,51 (5,83-103,02)
Tempo de etilismo

<11 anos 1,0

12-21 0,36 (0,03-4,50)

>21 9,12 (1,81-45,92)

Log de Verossimilhanga: 149,803; R% 0,48.

Modelo 8.
Razdes de Chances (IC 95%)

Idade 1,06 (1,01-1,10)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,34 (0,85-6,44)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 6,04 (1,64-22,30)
Carga etilica

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 4,02 (0,37-43,87)

>21 g/dia de etanol 15,45 (1,94-122,85)

Log de Verossimilhanca: 156,066; R% 0,41.
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Modelo 9.

Raz6es de Chances (IC 95%)

Idade 1,02 (0,98-1,07)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,51 (0,92-6,82)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 10,43 (2,93-37,1)
Tempo de etilismo

<11 anos 1,0

12-21 0,42 (0,35-5,11)

>21 9,54 (1,99-45,81)

Log de Verossimilhanga: 157,627; R% 0,44.

Modelo 10.
Razdes de Chances (IC 95%)

Idade 1,06 (1,01-1,09)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 4,12 (1,23-13,84)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 6,82 (1,80-25,80)
Etilismo (carga etilica)

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 3,53 (0,31-40,07)

>21 g/dia de etanol 14,07 (1,72-115,08)
Grau de instrucéo

Superior 1,0

Ensino médio/ fundamental 10,34 (1,98-53,95)

Alfabetizado/ analfabeto 43,32 (4,77-393,59)

Log de Verossimilhanga: 139,825; R% 0,50.
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Modelo 11.

Razdes de Chances (1C 95%)

Idade 1,06 (1,02-1,10)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,79 (0,98-7,93)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 7,48 (1,97-28,36)
Etilismo (carga etilica)

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 4,12 (0,37-45,99)

>21 g/dia de etanol 17,50 (2,17-141,11)
Grau de instrucéo

Fundamental/ Médio/ Superior 1,0

Analfabeto/ alfabetizado 12,18 (2,33-63,82)

Log de Verossimilhanga: 143,435; R% 0,48.

Modelo 12.
Razdes de Chances (IC 95%)

Idade 1,05 (1,00-1,10)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 3,23 (1,11-9,41)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 6,61 (1,73-25,23)
Tempo de etilismo

<11 anos 1,0

12-21 0,39 (0,03-5,08)

>21 9,35 (1,77-49,45)
Grau de instrucéo

Fundamental/ Médio/ Superior 1,0

Analfabeto/ alfabetizado 7,87 (1,46-42,31)

Log de Verossimilhanga: 142,361; R% 0,52.
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Modelo 13.

Raz6es de Chances (IC 95%)

Idade 1,05 (1,00-1,10)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 3,30 (1,13-9,58)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex-tabagista 6,57 (1,72-25,01)

Atual tabagista 26,98 (6,05-120,33)
Etilismo (tempo em anos)

<21 anos 1,0

> 21 anos 14,40 (3,73-55,64)
Grau de instrucéo

Fundamental/ Médio/ Superior 1,0

Analfabeto/ alfabetizado 7,91 (1,48-42,35)
Log de Verossimilhanga: 142,915; R% 0,52.
Modelo 14.

Razdes de Chances (IC 95%)

Idade 1,06 (1,01-1,10)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,41 (0,86-6,78)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 6,17 (1,66-22,96)
Etilismo (carga etilica)

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 4,03 (0,37-44,20)

>21 g/dia de etanol 16,09 (1,98-130,73)
Resultado para HPV

Negativo 1,0

Positivo 1,16 (0,42-3,22)

Log de Verossimilhanga: 155,987; R% 0,41.
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Modelo 15.

Razdes de Chances (1C 95%)

Idade 1,06 (1,01-1,10)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 0,98 (0,14-6,96)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 2,54 (0,36-18,08)
Etilismo (carga etilica)

<9 g/dia de etanol 1,0

10-21 g/dia de etanol 3,57 (0,18-71,65)

>21 g/dia de etanol 4,09 (0,38-43,76)
Exposi¢ado por tipo de HPV

Baixo-risco 1,0

Alto-risco 2,96 (0,35-24,73)

Log de Verossimilhanga: 36,90; R% 0,23.

Modelo 16.
Razdes de Chances (IC 95%)

Idade 1,0 (0,98-1,07)
Sexo

Feminino 1,0

Masculino 2,48 (0,91-6,78)
Tabagismo

Nunca tabagista 1,0

Ex ou atual tabagista 10,37 (2,91-36,93)
Etilismo (tempo em anos)

<21 anos 1,0

> 21 anos 14,16 (3,89-51,56)
Exposicéo por HPV16

Negativo 1,0

Positivo 1,19 (0,30-4,62)

Log de Verossimilhanga: 158,055; R% 0,44.
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Anexo 16. Andlise de concordancia, sensibilidade e especificidade dos testes de hibridizacdo in
situ para DNA e RNA do HPV e expressao de p16INK4a por imunohistoquimica baseados na
técnica padréo-ouro para deteccdo do HPV por PCR nos casos de cancer de cabeca e pescoco.

PCR Concordancia (%) Sensibilidade  Especificidade
+ - Geral Kappa % %
+ 15 0
ISH DNA 96,0 74,9 62,5 100,0
- 9 203
+ 7 0
ISH RNA 92,5 42,4 29,2 100,0
- 17 203
IHQ + 10 8
90,1 42,3 417 94,1
pl6INK4a - 14 191

Anexo 17. Andlise de concordancia, sensibilidade e especificidade dos testes de hibridizacéo in
situ para DNA e RNA do HPV e expressao de p16INK4a por imunohistoquimica baseados na
técnica padrdo-ouro para detecgdo do HPV por PCR nos casos de cancer da cavidade oral.

PCR Concordancia (%) Sensibilidade Especificidade
+ - Geral Kappa % %
+ 3 0
ISH DNA 96,4 65,0 50,0 100,0
- 3 77
+ 0 0
ISH RNA - - 0 100,0
- 6 77
IHQ + 1 4
89,0 12,4 16,7 93,5
pl6INK4a - 5 72
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Anexo 18. Andlise de concordancia, sensibilidade e especificidade dos testes de hibridizacdo in
situ para DNA e RNA do HPV e expressao de p16INK4a por imunohistoquimica baseados na
técnica padréo-ouro para deteccdo do HPV por PCR nos casos de cancer de orofaringe.

Concordancia (%) Sensibilidade  Especificidade
+ - Geral Kappa %
9 0
ISH DNA 94,3 78,6 100,0
- 4 57
7 0
ISH RNA 91,4 65,5 100,0
- 6 57
IHQ + 9 2
91,4 69,9 96,5
pl6INK4a - 4 55

Anexo 19. Andlise de concordancia, sensibilidade e especificidade dos testes de hibridizacéo in
situ para DNA e RNA do HPV e expressao de p16INK4a por imunohistoquimica baseados na
técnica padrao-ouro para detec¢do do HPV por PCR nos casos de cancer de hipofaringe/ laringe.

Concordéancia (%)

Sensibilidade

Especificidade

+ - Geral Kappa %
3 0

ISH DNA 97,3 73,7 100,0
- 2 69
0 0

ISH RNA - - 100,0
- 5 69
IHQ + 0 2

90,1 -4,2 97,0
p16INK4a - 5 64
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