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RESUMO

Pastrez PRA. Associacdo entre a infeccdo por HPV de alto risco e a expressdo de proteinas
relacionadas a carcinogénese esofagica. Dissertagao (Mestrado). Barretos: Hospital de

Cancer de Barretos; 2015.

JUSTIFICATIVA: O carcinoma de células escamosas do es6fago é a sexta neoplasia maligna
mais letal no mundo, apresenta diferenga significativa na taxa de prevaléncia dentro da
mesma populacdo e a etiologia ainda inconclusiva, sugerindo a existéncia de multiplos
fatores de risco para doenca. Como sugerido ha anos, o HPV é considerado potencial fator
de risco para a doenca, mas ainda é pouco esclarecido o fator determinante para que a
magquinaria das células infectadas por HPV progrida na via carcinogénica. OBJETIVO: Avaliar
a frequéncia de HPV de alto risco no carcinoma de células escamosas de esbéfago e a
expressao de marcadores moleculares relacionados a carcinogénese esofagica. MATERIAIS E
METODOS: Este é um estudo de caso-controle que incluiu um total de 101 pacientes com
carcinoma de células escamosas de eso6fago (casos) e 101 controles, pareados por idade e
sexo. Durante a endoscopia digestiva alta, biopsias esofagicas foram coletadas dos tecidos
tumoral e normal adjacente para os casos e, es6fago distal e proximal para os controles.
Apds macrodisseccdo da area de interesse previamente delimitada, o DNA foi extraido
utilizando o QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen). Para identificacdo viral, foram realizadas a PCR
em tempo real utilizando iniciadores (E7 de HPV-16) e sonda especificos para o HPV-16 e,
PCR multiplex utilizando esferas acopladas a sondas especificas para 18 tipos de HPV de alto
risco. Dados sociais, clinicopatolégicos e de estilo de vida foram obtidos através de
instrumento de coleta de dados. RESULTADOS: A prevaléncia de HPV-16 obtida por PCR em
tempo real foi de 3,0% e 20,8% para individuos com cancer esofagico e individuos saudaveis,
respectivamente. A prevaléncia de HPV de alto risco obtida por PCR multiplex foi de 21,3%
em individuos com cancer esofagico e 22,2% em individuos saudaveis sem cancer. Somando
as resultados das duas tecnologias, a prevaléncia geral de HPV de alto risco em individuos
com cancer esofagico foi de 20,8% e para individuos sem cancer foi de 34,7%. Analises
imunohistoquimica mostraram que ndo ha relacdo estatisticamente significativa entre a
expressdo de p53, pl6 e pl6/Ki-67 com a infeccdo por HPV de alto risco na populagdo

estudada. Entretanto, a expressdo de p53 foi significativamente maior em individuos que



faziam consumo de 4&lcool e, alcool e tabaco concomitantemente. CONCLUSAO: Estes
resultados sugerem que o HPV de alto risco ndo esta relacionado com o desenvolvimento do
CEC esofagico e a expressdo das proteinas p53, pl6 e p16/Ki-67 ndo possui relacdo com o

status de HPV de alto risco nos tecidos esofagicos.

PALAVRAS-CHAVE: Neoplasias esofagicas, Papillomaviridae, biomarcadores farmacolégicos,

imunohistoquimica, biologia molecular, estilo de vida



ABSTRACT

Pastrez PRA. Association between high-risk HPV infection and expression of proteins
reported to esophageal carcinogenesis. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos

Cancer Hospital; 2015.

BACKGROUND: Esophageal squamous cell carcinoma is the sixth maligna neoplasia in the
world, has a significant difference in prevalence rate in the same population and its etiology
is poorly known, suggesting the existence of multiple risk factors for disease. As suggested
for years, HPV is considered a potential risk factor for the disease, but it is not clearly
established the determining factor for the machinery of HPV infected cells make progress
towards carcinogenic. AIM: To determine the frequency of high-risk HPV in esophageal
squamous cell carcinoma and the expression of molecular markers related to esophageal
carcinogenesis. MATERIALS AND METHODS: This is a case-control study that included a total
of 101 patients with esophageal squamous cell carcinoma (cases) and 101 controls matched
for age and sex. During endoscopy, esophageal biopsies were collected from the tumor and
adjacent normal tissues for cases and, distal and proximal regions for controls. After
macrodissection, DNA was extracted using the QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen). For
identification of viruses, were performed real-time PCR using primers (HPV-16 E7) and probe
specific for HPV-16 and multiplex PCR using specific probes coupled beads for 18 high-risk
HPV types. Social, clinicopathological and lifestyle data were obtained through data
collection instrument. RESULTS: The prevalence of HPV-16 obtained by real-time PCR was
3.0% and 20.8% for esophageal cancer and healthy individual, respectively. The high-risk
HPV prevalence obtained by multiplex PCR was 21.3% in subjects with esophageal cancer,
and 22.2% in healthy individuals. Adding the results of the two technologies, the general
prevalence of high-risk HPV in esophageal cancer was 20.8% and 34.7% in healthy individual.
Immunohistochemical analysis showed no statistically significant relationship between the
expression of p53, pl6 and pl16/Ki-67 with high-risk HPV infection in this population.
However, p53 expression was increased when alcohol and concomitant alcohol and tobacco
were mentioned by patients with esophagus cancer. CONCLUSIONS: These results suggest

that the high-risk HPV types not associated with the development of esophageal SCC and



that the expression of p53, p16 and p16/Ki-67 have no relationship with the high-risk HPV

status in esophageal tissue.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER DE ESOFAGO

O cancer esofagico (CE), oitavo tipo de cancer mais incidente (456 mil
casos/ano) e sexto mais letal no mundo (400 mil/ano), é geralmente diagnosticado em
estagio avangado devido, principalmente, a auséncia de sintomas iniciais especificos da
doenca e falta de testes ndo-invasivos confiantes para o rastreio. Dessa forma, a
doenga de progressao rapida apresenta progndstico extremamente ruim para o
paciente''® e sobrevida global em 5 anos abaixo de 20%. No entanto, se os pacientes
fossem diagnosticados em estagio inicial, a sobrevida global em 5 anos passaria a ser
de 80-90%'’. Dentre os sintomas da doenca inicialmente relatados ressaltam-se
disfagia, perda de peso, dor no peito, sensacdo de queimacdo, e tosse'®. Embora os
casos de CE ocorram predominantemente como carcinoma de células escamosas
(CEC), tem-se observado crescente incidéncia de adenocarcinomas associados ao
chamado es6fago de Barrett (metaplasia gastro-esofagica), provavelmente pela
mudanga nos habitos de vida e aumento das taxas de obesidade mundiais 19,20

No Brasil, o CE estd entre os dez tipos de canceres com maior incidéncia,
ocupando a sexta posi¢ao entre os homens e a décima quarta entre as mulheres. Para
o ano de 2014, estimativas indicaram 10.780 casos novos (8.010 em homens e 2.210
em mulheres) e um total de 7.636 mortes (5.961 em homens e 1.675 em mulheres)
decorrentes desta neoplasia, com destaque para as regides sul e sudeste?.

A etiologia do CEC é complexa e as variagOes geograficas, culturais e étnicas
sugerem associacdo de fatores de risco bem estabelecidos para a doenca, como
consumo de dlcool, cigarro e desnutricdo, com supostos fatores ambientais,
permitindo a classificacdo dos paises como sendo de alta ou baixa incidéncia para a
neoplasia. Dessa forma, China, india e Asia Central s3o considerados o cinturdo do CE
por apresentar prevaléncia muito alta da doenca; Franca, Africa do Sul, Chile e Brasil
sdo areas de alto risco, enquanto partes da Europa e América do Norte, sdo
consideradas areas de baixo risco 2.

Os motivos dessas variacdes regionais na incidéncia do CEC de es6fago sao

superficialmente entendidos, mas acredita-se que ha uma complexa interacdo de

diversos fatores de risco, como idade, histéria familiar e associacdo genética, com



fatores extrinsecos, sugerindo a existéncia de etiologias diferentes entre as areas de
baixo e alto risco para o desenvolvimento do CE. Nota-se que em paises
industrializados, os principais fatores de risco sao o consumo de dlcool e tabaco,
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especialmente a combinacdo de ambos“>™’. Nas areas em desenvolvimento e com alta

incidéncia desta neoplasia, a deficiéncia nutricional, ingestdo de alimentos sélidos e/ou

215,28, 29, como micro-organismos patogénicos,

liguidos quentes e agentes infecciosos
sdo considerados os principais fatores associados a doengaao.

No inicio dos anos 80, Syrjanen et al. (1982) identificaram pela primeira vez
caracteristicas citopaticas de infeccdo por HPV em tumores esofdgicos benignos e
malignos **. Além disso, a deteccio de HPV em lesdes da mucosa oral em continuidade
com o epitélio escamoso que reveste o es()fagoa'2 e de proteinas estruturais nas
amostras tumorais, contribuiram para a validagdo da idéia previamente proposta.
Entretanto, os estudos realizados com populacbes de caracteristicas culturais
diferentes e metodologia para detecgdao viral distinta, resultam em dados
significativamente controversos sobre a prevaléncia de HPV e os tipos virais
identificados em CEC de esbdfago, estimulando a realizacdo de investigacbes que
elucidem também as moléculas ativadas pelo virus e a expressdo dos marcadores
indiretos de infecgéoaa.

Na tentativa de esclarecer o papel etioldgico do HPV no CEC de es6fago, os
dados de detecgao de DNA viral nesse tipo de cancer foram reunidos em revisdes e
meta-anadlises que constataram divergéncia na prevaléncia viral. De acordo com os
estudos revisados, a prevaléncia de HPV em CEC de es6fago variando de 0 a 100% seja,

provavelmente, decorrente da origem geografica diferente das amostras>**’

, pois
porcentagens mais elevadas de deteccdao de HPV foram encontradas frequentemente
em regides de risco elevado para CEC. Neste contexto, o papel etioldgico do virus na
carcinogénese esofagica, como sugerido hd mais de 30 anos, ainda ndo foi claramente
estabelecido®,

Ainda sobre dados mundiais relacionados a incidéncia de HPV em eso6fago, tem-
se que o HPV-16 é o tipo mais prevalente (11,4%) nos diversos estudos analisados,

porém ha incidéncia de outros tipos de HPV de alto risco como: HPV-18 (2,9%), HPV-52
(1,1%), HPV-33 (0,8%) e HPV-31 (0,6%)*’.



No Brasil, taxas de alta e média incidéncia de CE sdo observadas nas regides sul
e sudeste, respectivamente, e relacionam-se principalmente com alcool e tabaco.
Entretanto, a incidéncia duas vezes maior de CE na regido sul (18 e 7/100.000 para
homens e mulheres, respectivamente) sugere associacdo de algum outro fator causal

para a doenca, como alto consumo de chimarrdo e cha mate3® *°

. Embora as pesquisas
tenham demonstrado 13% de prevaléncia de HPV em tumores esofagicos e
predominio do tipo viral 16, resultados de correlagdo da infecgao viral com expressao
aumentada de p16, mutacdo em TP53 e sobrevida global dos pacientes ndo foram

observados e encorajam estudos na drea*'.

1.2 HPV COMO AGENTE ETIOLOGICO DO CANCER

Papilomavirus humano (HPV) sdo virus da familia Papillomaviridae, nao
envelopados, com pequeno genoma de aproximadamente 8 mil pares de bases que
arranjam-se em dupla fita de DNA circular. Ainda, sdo caracterizados pelo tropismo
muco-cutaneo onde podem causar lesdes hiperproliferativas“. E bem estabelecido
gue o HPV é o agente causador da infeccdo sexualmente transmitida mais comum no
mundo e que a maioria (80%) dos individuos com vida sexual ativa serd infectada por
esse virus em algum momento da vida*’.

Atualmente, sdo descritos mais de 150 tipos de HPV e desses,
aproximadamente 40 s3o capazes de infectar mucosas e apenas 20 estdo fortemente
associados com o desenvolvimento de carcinoma cervical (CC). O potencial oncogénico
do HPV é determinado pelo seu tempo de permanéncia no hospedeiro e permite a
classificacdo em alto (16, 18, 31 e 33, por exemplo) e baixo risco (6,11, os tipos mais
frequentemente encontrados em prolifera¢des benignas) tumorigénico“. Dessa forma,
a infeccdo persistente causada por HPV de alto risco estd estreitamente associada a
ocorréncia de displasia de alto grau em diferentes sitios anatémicos como, colo
uterino, vulva, anus, vagina e pénis, sendo, portanto, considerado o principal fator de
risco para o desenvolvimento de neoplasia nesses érgﬁos43. Dentre os diversos tipos de
HPV de alto risco capazes de infectar mucosas e associar-se a carcinogénese, o HPV-16
€ o mais prevalente nas neoplasias em diferentes sitios anatdomicos e regides do

mundo™*.



Com base na familiaridade da sequéncia, a arvore filogenética de HPV é
composta de cinco géneros (alfa, beta, gama, mu, e nu papilomavirus) que estdo
agrupados em espécies e subdivididos em tipos. Aqueles frequentemente encontrados
em tumores do colo uterino e por isso denominados de alto risco oncogénico, sdo
espécies contidas no género a®.

O HPV é considerado fator necessario para o desenvolvimento de quase 100%
dos casos de CC e presente também em 50% dos carcinomas de células escamosas de
vulva, 30 a 50% de carcinomas penianos e 60 a 90% dos carcinomas de vagina. De
acordo com os resultados das diversas pesquisas, o virus também contribui
significativamente para o desenvolvimento de carcinomas de cabeca e pescoco,
principalmente os de orofaringe e, nesse caso, a presenca de HPV nos tumores
representa melhor progndstico e reduz risco de morte em 60 a 80%*°. Embora os
dados confirmem a contribuicdo de HPV de alto risco para o desenvolvimento de
cancer anogenital e de cabeca e pescoco, os resultados de associacdo do HPV com
canceres nao genitais como de olhos, aparelho digestivo alto e pulmao, ainda sao

controversos e exigem melhor investigacgo® 2% 27 324748

O papel das oncoproteinas virais no ciclo celular

A carcinogénese induzida por HPV é controlada pela agcdo de oncoproteinas
virais, com destaque para a expressdo aumentada de E6 e E7, que inibem os efeitos
das proteinas supressoras de tumor, p53 e pRb (proteina do retinoblastoma),
respectivamente, descontrolando o ciclo celular e aumentando a instabilidade
cromossOmica que sdo etapas fundamentais no desenvolvimento desta neoplasia

4951 Fisiologicamente, a pRB expressa nas células do hospedeiro regula

maligna
negativamente o ciclo celular por estar associada com o fator de transcricdo da familia
E2F e prevenir a entrada das células na fase de sintese (S) do ciclo celular. Quando ha
influéncia dos oncogenes do HPV, a oncoproteina viral E7 liga-se a pRB e rompe o
complexo pRb/E2F, liberando o fator de transcrigdo E2F que iniciara a etapa de sintese
protéica necessaria para a replicacdo de DNA. Atualmente, as diversas proteinas
celulares que tém expressao relacionada com E2F (como ciclina E, p16 e p21) tém sido

utilizadas como marcadores para infecgdo por HPV>> >,



Em adicdo aos eventos exercidos por E7, a oncoproteina viral E6 interage e
induz a degradacdo da proteina supressora de tumor p53 que fisiologicamente é
responsavel pela promoc¢do de apoptose das células com dano de DNA. Na auséncia de
HPV, a p53 regula a expressdo da proteina p21 que se associa as ciclinas D e E,
induzindo indiretamente a parada do ciclo celular em G1. Além disso, p53 induz
apoptose por ativar diretamente os genes de morte programada responsaveis pela
eliminac3o de células neopldsicas™ 3.

Entretanto, acredita-se que este modelo E6-p53 e E7-pRb ndo seja exclusivo
para desencadear o cancer induzido pela infeccdo por HPV, baseando-se na alta
porcentagem de eliminacdo espontanea de HPV e o longo periodo entre o inicio da
infeccdo persistente e o desenvolvimento da transformacgdo maligna no colo uterino.

Em amostras tumorais de cabeca e pescoco (especificamente as de tonsilas)
positivas para HPV, a expressdo de algumas dessas proteinas, como p53 e pl6 estd
alterada e o desenvolvimento clinico, relacionado a resposta ao tratamento e

537 Sendo

sobrevida dos casos, é favoravel em relacdo aqueles negativos para o virus
assim, a localizacdo destas proteinas na célula pode ser uma eficiente ferramenta de
investigacdo de  potenciais marcadores dessa infeccdo por  reagdo

imunohistoquimica58.
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Figura 1 - Mecanismo de infecgdo do HPV em células de colo uterino (modificado de
Doorbar et al, 2006).

A - Epitélio normal, ndo infectado por HPV. A pRb estd ligada ao fator de transcrigdo E2F.
Quando a célula recebe um estimulo de crescimento externo, o complexo ciclina/CDK
promove a fosforilagdo de pRb, o qual vai deixar o E2F livre, promovendo a expressao de
proteinas fundamentais para a progressao do ciclo celular. A p16 ira regular os niveis de
ciclina/CDK, realizando um mecanismo de feedback e, além disso, regular a expressdo de
pl4, responsavel por regular a expressdo de MDM que, por conseguinte, ird regular os
niveis de p53, um supressor tumoral responsavel por reparo de DNA e apoptose de células
instaveis.

B - Epitélio infectado por HPV. Ha presenca de oncogenes E6 e E7, que irdo interferir em
todo o mecanismo de agdo do ciclo celular. A E7 ird se ligar a pRB deixando o E2F livre,
que ird estimular a expressao de proteinas necessarias para a progressao do ciclo celular.
Entretanto, ndo havera o mecanismo de feedback regulado por pl6, mesmo que este
esteja aumentado, porque ndo ha presenca de ciclina/CDK. Consequentemente, os niveis
reduzidos de p14 inativardo MDM e aumentara os niveis de p53. No entanto, esse efeito é
anulado pela acdo de E6 que inibird a funcdo de p53 e, consequentemente reduzird os
niveis de p21, cuja expressao é regulada por p53. Sendo assim, quando ha elevado nivel
de E7 e reduzido de p21, o complexo ciclina E/CDK fica livre e permite a progressdo do
ciclo celular de células infectadas pelo HPV>’.

1.3 FORMAS DE DETECGAO DE HPV

Para fazer a deteccdo do virus, ainda ndo ha uma técnica padrao que seja
disponivel e utilizada mundialmente na atualidade, e isto reflete em significativa
variacdo de resultados entre os laboratérios que, somado a variacao geografica das

amostras, resultam em viés dos resultados encontrados. Dentre as diversas estratégias



disponiveis que variam desde o desenho até o alvo abordado, destacam-se aquelas
gue visam: DNA, RNA, oncoproteinas virais, proteinas celulares e anticorpos
especificos para o HPV®, sendo elas histologia, Southern blotting, hibridizacdo dot
blot, sorologia para proteina L1 HPV, hibridizacdo in situ (ISH), e rea¢cdo em cadeia de
polimerase (PCR)®. Os estudos mais atuais destacam a utilizacdo, principalmente, de
ISH ou PCR, sendo o PCR mais especifico, porém com altas taxas de resultados falso
positivos, enquanto a ISH apresenta alta especificidade, porém baixa sensibilidade.
Entretanto, foi demonstrado que a taxa de deteccdo de HPV em CEC de esoOfago é
similar para as duas técnicas (27,7% por PCR e 24,3% por ISH), sem diferencas
estatisticamente significantes entre elas®.

A amplificagdo de DNA HPV por PCR é uma técnica capaz de amplificar
sequéncias através da utilizacdo de primers desenhados para se ligar a uma regiao
altamente conservada em diversos tipos de HPV (detectam vdrios tipos de HPV
simultaneamente) ou a sequéncia especifica para um tipo de HPV (tipo-especificos),
permitindo a genotipagem do HPV.

Recentemente, um ensaio baseado em PCR multiplex usando primers de amplo
espectro com subsequente hibridizacdo multiplex para sondas tipo-especificas
acopladas as beads de Luminex, tem sido utlizado para detectar e identificar diferentes
tipos de HPV ao mesmo tempo, inclusive identificando co-infec¢do por HPVs na mesma
amostra®™ .

Como vantagens dos métodos baseados em amplificacdo de DNA, tém-se a alta
sensibilidade por ser capaz de detectar apenas uma cépia do genoma viral por célula®
e a especificidade das técnicas®™. Além disso, é possivel ter a amplificagdo simultanea
de muitos fragmentos de material genético (PCR multiplex) e de diferentes amplicons
(PCR multiplex, PCR tempo real) com uma quantidade reduzida de material®®.

Diversos aspectos da carcinogénese mediada por HPV vém sendo explorados
em pesquisas que visam ampliar as abordagens clinicas e terapéuticas dos tumores
associados ao virus. As pesquisas em desenvolvimento incluem analises gendmicas e
proteOmicas que objetivam tracar perfis de genes e proteinas candidatas as

ferramentas utilizadas na classificacdo diferencial das lesdes.



1.4 ESTUDOS BRASILEIROS SOBRE O HPV NO CANCER ESOFAGICO

Com objetivo de avaliar o papel de HPV na carcinogénese esofagica, estudos
brasileiros analisaram a frequéncia viral e as proteinas do ciclo celular cuja expressao
aparece alterada em tumores de colo uterino HPV positivos. No entanto, os resultados
sobre o papel do HPV no cancer esofagico e a sinalizagdo responsdvel pela
malignizacdo n3o foram conclusivos e necessitam de melhor investigacdo * %% .

Em 2003, foi detectado® por ensaio de captura hibrida, uma baixa frequéncia
(2,5%) de DNA HPV de baixo risco em amostras de tumor esofagico (40 pacientes),
enquanto 10% de positividade para DNA HPV de alto risco (10 pacientes) foram
obtidos em amostras ndo tumorais. Em 2006, ensaio de PCR detectou HPV de alto risco
(16 e 18) em 15,75% das amostras de uma série de 106 casos tumorais, enquanto o
DNA viral ndo foi detectado nas amostras normais, sugerindo que a presenc¢a de HPV-
16 e 18 estd relacionada com o fenétipo maligno observado no esdfago®. Estudo de
2012, pesquisando DNA viral por PCR e ISH e marcadores indiretos de infecgdo por
HPV em 264 amostras de tumor esofagico, obteve frequéncia de 13% de HPV, sendo
gue o tipo mais predominate foi o 16, seguido dos tipos 66 e 18, com auséncia de
correlacdo com a expressdo de plé e mutacbes em TP53*. Em estudo recente,
pesquisadores utilizando a técnica de nested PCR, ndao detectaram o DNA HPV nos 183
tumores de es6fago analisados e, por isso, foi sugerido auséncia de relacdo entre a
infeccio pelo HPV e o desenvolvimento de CEC de esdfago®®. Dessa forma, ha

necessidade de avaliar estes pontos em nossa populagao.

1.5 MARCADORES MOLECULARES EM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE
ESOFAGO

De modo geral, biomarcadores sdo diferentes componentes bioquimicos, tais
como sequéncias de DNA, RNAs, proteinas e metabdlitos, que atuam de modo sensivel
e especifico em um determinado tipo de doenca e que podem ser reconhecidos como
tal. Os biomarcadores podem auxiliar na deteccdo de doengas, como o cancer, escolha

do tratamento e predizer sobrevida apds o tratamento. Podem ainda distinguir



doencas malignas de benignas e identificar os estagios de evolucdo da doenca, sempre
com alta sensibilidade e especificidade™®.

Para algumas neoplasias malignas, como o cancer de préstata, o diagndstico
precoce pode estar relacionado com a dosagem do antigeno prostatico especifico
(PSA)18’ ®7. ho entanto, para muitas outras, como o cancer esofagico, ainda ndo hd um
biomarcador ideal.

Atualmente, o tratamento padrao para CE é cirdrgico, combinado com
guimioterapia e radioterapia neoadjuvantes ou apenas quimio/radioterapiaGs. No
entanto, a neoplasia maligna apresenta um quadro contraditorio que exige atengao.
Para aumento da sobrevida, é necessaria que a doenca seja detectada precocemente,
mas nao ha constatacdo precoce de sintomas especificos e isto provoca a evolucdo do
guadro para metastase em mais de 50% dos casos, quando a doenca é diagnosticadas“.
Se a sobrevida aumenta consideravelmente (80-90%) com o diagndstico precoce, ha
intensa busca por técnicas de rastreio eficaz e identificagdo de marcador tumoral

ideal®’

. Com este objetivo, diversos estudos tém sido realizados sobre o cédncer de
es6fago, mas nao ha consenso do que pode ser usado como monitor de deteccao
precoce ou recorréncia tumoral®’.

Varios estudos com CEC de esb6fago recidivado e tratado com
qguimio/radioterapia, encontraram que os niveis de expressdao de p53 e pl6, entre
outras proteinas, podem ser usados como fatores progndstico para essa doenca.
Entretanto, ha divergéncias neste aspecto, porque ha estudos que ndao encontraram

correlagdo significativa entre os niveis de expressdo destas proteinas e seu significado

clinico®.

p53

A proteina supressora tumoral p53 codificada pelo gene TP53 localizado no
Cromossomo 17q13.170 possui papel fundamental na regulagdo da proliferagao e
protecdo de células expostas a agentes mutagénicos’?, além de ter relagio com o ciclo
celular do HPV. A fungao supressora tumoral refere-se ao fato de induzir apoptose,
parada do ciclo celular e senescéncia em resposta ao estresse provocado

principalmente por hipéxia e ativacdo dos oncogenes’.
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Em condi¢cdes normais, a p53 esta geralmente presente no nucleo da célula e
em pequenas quantidades por possuir um tempo de meia vida muito curto. No
entanto, o aumento do tempo de meia vida e o consequente aumento da expressao de
p53 detectada no nucleo celular por imunohistoquimica, podem ocorrer quando a
proteina estd mutada. Essas mutacdes sdo causadas por fatores ambientais e genéticos
gue resultam na perda da habilidade de induzir morte celular, provocando um
descontrole do crescimento celular que promove a tumorigénese7°, incluindo a do
eso6fago; e, além disso, sua deteccdo pode ter importante papel no prognodstico da
doenca. Entretanto, o exato papel da superexpressdao de p53 em CEC de esdfago
permanece incerto, apesar da existéncia de diversos estudos mostrarem que essa
superexpressao estaria associada com progndstico ruim e entdo seria considerada um

preditor de sobrevida gIobaI67’ 2,

p16 e Ki-67

A proteina p16 apresenta importante papel supressor tumoral e regulador do
ciclo celular, mas esta inativada em varios tipos de canceres humanos. Ainda, controla
o envelhecimento, regula a senescéncia celular, deleta e repara danos ao DNA através
de mecanimos pertencentes a via de sinalizag3o de p16 (via p16-Rb)">.

Em tumores de cabeca e pescoco, observou-se que a presenca de HPV modifica
a interacdo entre o hospedeiro e a expressdao dos dois oncogenes virais: E6 e E7. A
proteina viral E7 se liga a pRb susceptivel e degrada rapidamente a Rb por
ubiquitinacdo, resultando no aumento da expressdo da proteina pl6é por uma
interacdo de feedback. Assim, tumores HPV positivos estao fortemente

correlacionados com a alta expressdo de p1674' .

No entanto, em condicdes
fisioldgicas, a expressao de pl6 também pode ser detectada, embora de forma bem
menos exuberante, porque executa fungao supressora.

Para solucionar este problema metodoldgico de imumarcacdo de pl6é em
células normais, faz-se imunomarcacdo para Ki-67 concomitantemente e assim, é
possivel reconhecer especificamente células desreguladas que estao sendo conduzidas
a transformacdo cancerosa por infecgdo por HPV de alto risco. A expressdo de Ki-67

esta fortemente associada com proliferacdo e crescimento celular, e é amplamente

utilizada na rotina patolégica como um marcador de proiferagdo celular’®.
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Vale ressaltar que um pequeno nimero de CC, bem como CEC de cabeca e

74,77 Ainda, os

pescoco, mostram alta expressao de p16 sem ter associacdo com HPV
relatos da expressdao de p1l6 em amostras de tecidos normais adjacentes e tumorais de
esofago sdo pouco esclarecedores e sugerem sua investigagao.

A imunohistoquimica para pl16 é uma alternativa complementar ao teste de
HPV em cancer de orofaringe atualmente, por possuir uma alta correlacdo entre a
deteccdo de HPV e superexpressdo de pl6. No entanto, a auséncia de um mecanismo
de ligacdo direto e exclusivo entre a integracdo de DNA HPV e a expressdo de pl6, é o
qgue justifica a ndo indicacdo deste teste isoladamente®. Entretanto, um estudo
realizado em 201478, mostrou que pacientes com CE apresentam importante aumento
nos niveis de IgG anti-p16, comparados com sujeitos controles, sugerindo que as auto
IgG circulantes para a proteina p16 podem ser potencial biomarcador para diagndstico

precoce de CE’®. No entanto, pouco se sabe sobre a relacdo da expressao de p16, Ki-67

ou dupla marcagdo p16/Ki-67 em tumores de eséfago HPV positivos ou negativos.

1.6 JUSTIFICATIVA

O CEC de eso6fago é a oitava neoplasia maligna mais prevalente e sexta mais
letal no mundo. A diferenga significativa da taxa de prevaléncia da neoplasia em uma
mesma populacdo e a etiologia inconclusiva do CEC sugerem a existéncia de multiplos
fatores de risco para doenca, destacando-se o HPV que foi sugerido como potencial
candidato a esse papel ha anos.

Ainda é pouco esclarecido o fator determinante para que a maquinaria das
células infectadas por HPV progrida na via carcinogénica79.

Diante da escassez de estudos sobre o papel de HPV de alto risco no CE e vias
moleculares ativadas durante a carcinogénese, o atual projeto se propOe a estudar
este assunto na populacdo brasileira representada por individuos admitidos no
Hospital de Cancer de Barretos, hospital de referéncia em Oncologia, oriundos de
varios estados do pais. Além disso, também serdo investigadas proteinas criticas no
processo de malignizacdo que estdo associadas direta ou indiretamente as vias
celulares influenciadas pelo HPV. Muitas dessas proteinas estdo em investigacdo e

algumas demonstram resultados promissores, embora dependentes de coleta
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prospectiva e maior nUmero de amostras investigadas para a definicdo de sua utilidade
clinica®.

Portanto, objetivamos avaliar a expressdao de moléculas-chave do ciclo celular
como p53, pl6 e Ki-67 no desenvolvimento de carcinoma esofagico associado ou ndo
ao HPV. Um consenso nesse tema ajudaria na implementagdo de medidas preventivas
da doenca e estratégias de tratamento que podem contribuir com aumento da

sobrevida e qualidade de vida dos pacientes.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral
Avaliar a frequéncia de HPV de alto risco no carcinoma de células escamosas de
esofago e a expressdo de marcadores moleculares relacionados a carcinogénese

esofagica.

2.2 Especificos

1. Avaliar a frequéncia de HPV-16 nas amostras de pacientes portadores de CE

e controles utilizando-se técnica de PCR em tempo real especifica para este tipo viral.

2. Avaliar a frequéncia de HPV de alto risco nas amostras de pacientes

portadores de CE e controles utilizando-se técnica de Luminex.

3. Avaliar a expressdo das proteinas p53, p1l6 e Ki-67 em amostras de CE e

controles.

4. Avaliar a relacdao dos marcadores moleculares com a presenca de HPV de alto

risco e as varidveis socio-demograficas e clinicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Este projeto compreendeu a coleta prospectiva de amostras obtidas de
pacientes admitidos no HCB - FPXII com diagndstico de CEC de es6fago, confirmado
por histopatologia ou imunohistoquimica, pelo Departamento de Patologia da mesma
instituicdo, apos realizagdo da Endoscopia Digestiva Alta (EDA). Amostras de pacientes
saudaveis (controles) foram obtidas no Ambulatério Médico de Especialidades (AME -
Clinico) de Barretos a partir da realizacdo de EDA por solicitacdo ndo oncolégica. O
desenvolvimento do projeto compreendeu também a colaboracdo dos Departamentos
de Patologia, Endoscopia, Digestivo Alto, Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular
do Hospital de Cancer de Barretos e Departamento de Endoscopia do AME Clinico de

Barretos.

3.2 Populagao de estudo

3.2.1 Casos:

Critérios de inclusdo
* Confirmagao histopatoldgica ou por imunohistoquimica de CEC de esofago.
¢ |dade igual ou acima de 18 anos.
* Ambos os sexos.

* Indicagdo de EDA.

Critérios de exclusao
* Voluntarios que apresentem dificuldade de entendimento do protocolo de
pesquisa.
* Condigao clinica desfavoravel do paciente para ser submetido aos procedimentos
de coleta de amostra bioldgica para o estudo durante a EDA.
¢ Quantidade de amostra insuficiente e/ou qualidade inapropriada.

* Auséncia de neoplasia na amostra analisada.
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3.2.2 Controles

Critérios de inclusao
¢ Individuos sem neoplasia do es6fago.
¢ |dade igual ou acima de 18 anos.
e Ambos os sexos.

* Indicacdo de EDA por afecgao benigna do sistema digestivo, exceto no es6fago.

Critérios de exclusao
e Voluntarios que apresentem dificuldade de entendimento do protocolo de
pesquisa.
* Condigao clinica desfavoravel do paciente para ser submetido aos procedimentos
de coleta de amostra bioldgica para o estudo durante a EDA.

e Quantidade de amostra insuficiente e/ou qualidade inapropriada.

3.3 Tamanho amostral

O calculo do tamanho amostral foi baseado em semelhante estudo caso-
controle chinés previamente publicado®'. De acordo com o estudo, a taxa de infeccdo
de HPV de alto risco em cédncer de es6fago é de aproximadamente 31%, enquanto
individuos saudaveis apresentam taxa de 6%. Considerando um nivel de significancia
de 5%, poder de 0.9 e diferenca de 20%, calculou-se a necessidade de 82 sujeitos em
cada grupo do estudo (caso e controle). Para assegurar melhor poder do teste, optou-

se por aumentar a casuistica calculada para 101 individuos em cada grupo do estudo.

Tabela 1 - Tamanho amostral considerando 5% de significancia

Diferencga entre os grupos

Pod
oder 5% 10% 15% 20% 25% 30%
0.9 1707 399 163 82 46 27
0.8 1284 301 123 61 35 20

3.4 Inclusdo dos participantes do estudo
Os casos foram abordados na primeira visita clinica ao ambulatério do Aparelho

Digestivo Alto do HCB - FPXIIl. Os controles foram recrutados aleatoriamente no AME
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da mesma cidade no dia da realizacdo do exame de EDA. Para fins de analise, os
controles foram considerados elegiveis quando apresentaram as varidveis género e
idade, com intervalo de no maximo 3 anos, compativeis com as dos casos.

Os casos e controles abordados foram encaminhados a uma sala reservada e
convidados a participar do estudo, sendo orientados de que ndo sofreriam qualquer
prejuizo no seu tratamento ou conduta médico laboratorial caso ndo participassem do
estudo. Foi explicado ao individuo o objetivo do trabalho e dada a ele garantia de sigilo
de sua identidade e de qualquer informacdo relatada. Apds aceitar participar da
pesquisa, paciente e aplicador do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
assinaram as duas vias do documento (Anexos 2 e 3), sendo que uma via foi entregue
ao paciente e a outra foi encaminhada aos arquivos do estudo. Os pacientes também
responderam um instrumento de coleta de dados contendo informacdes
sociodemograficas e a respeito de fatores de risco conhecidos para o CEC de es6fago e
também para infecgdo por HPV (Anexo 4). Porém, este estudo ndo abordou todas as
varidveis contidas no instrumento de coleta de dados aplicado porque muitas foram

tematica de outro projeto do grupo.

Variaveis analisadas no estudo

As entrevistas forneceram informagGes para caracterizar o tempo e o tipo das
exposicoes. As exposi¢des estudadas referem-se as caracteristicas sociodemograficas,
estilo de vida (consumo de alcool e tabaco), clinicas, e infec¢do pelo HPV. As varidveis

do estudo podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Variadveis do estudo

Gru'p’o c!e Variaveis do estudo
variaveis
Sociodemograficas Idade, sexo
Estilo de vida dlcool, tabaco
Clinicas Estadiamento TNM, Grau de diferenciagéo tumoral, Topografia do tumor, Infecgdo
por HPV
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Para fins de andlise estatistica, algumas variaveis foram recategorizadas. A
varidvel idade foi categorizada, de acordo com o valor da mediana, em “<60 anos” e
">60 anos”.

Para a investigacdo relacionada ao consumo de alcool e tabaco, o participante da
pesquisa foi interrogado sobre os tipos de bebida ingerida (dlcool: cerveja, vinho e
destilados) e tabaco utilizado (tabaco: cigarro de filtro, cigarro de palha, cachimbo e
charuto). Para ambos os habitos, quando a resposta foi "sim", houve investigacdo mais
detalhada sobre a idade de inicio e de término, quantidade e frequéncia. Foi
considerado consumo atual de bebida alcodlica se o participante de pesquisa referiu
ter abandonado o consumo nos ultimos 12 meses.

Para quantificar o consumo de dlcool, foi utilizado o calculo de consumo de
bebidas alcodlicas (grama de etanol por mililitro por dia) observado na Figura 282,
Considerou-se teor alcodlico de 5% para cerveja, 12% para vinho e de 40% para
destilados. Quando o participante da pesquisa referiu ter consumido mais de um tipo
de bebida alcodlica ndo simultaneamente, o valor obtido no calculo foi somado. A
variavel continua “Grama de etanol por mililitro por dia” foi categorizada (ponto de

corte: 30 gramas de etanol por mililitro por dia)®.

, . (unidades x quantidade)
tipo de bebida =

— x (teor alcdlico x 0,80) x 365 x
frequénciagy;,

(idade final — idade inicial)/(total de tempo em dias de consumo)

Figura 2 - Calculo de consumo de bebidas alcodlicas.

Para estabelecer uma variavel que considerasse o valor total de tabaco
consumido e que permitisse a comparagcao entre os participantes da pesquisa, foi
estimado que cada cigarro (filtro ou palha) teria 1 grama de tabaco, cada charuto 4
gramas e cada cachimbo 3 gramas. Apods esta transformacao, foi somada a quantidade
de gramas consumidas e dividida por 20 (quantidade de gramas de tabaco existente
em um magco de cigarros). Este valor foi multiplicado pelo nimero de anos de consumo
para se obter assim, média de macos consumidos por ano®. A varidvel continua
“Macos de tabaco consumidos por ano” foi categorizada (ponto de corte: 40 macos-

ano)®.
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A infecgao pelo HPV foi investigada no material bioldgico coletado de acordo
com o protocolo descrito nesta dissertacdo, definindo-se o resultado como “negativo”
e “positivo”.

As informagdes clinicas foram obtidas em um instrumento de coleta de dados
padronizado (Anexo 5 - Instrumento de coleta de dados clinicos) através dos dados

descritos no prontuario médico de cada participante da pesquisa do grupo “caso”.

Método endoscopico e coleta de amostra bioldgica de es6fago

A EDA foi realizada seguindo a rotina do Departamento de Endoscopia do
Hospital de Cancer de Barretos e AME Clinico, utilizando sedacao e video-endoscépios
flexiveis (Olympus 180, Japao; Fuginon 4400, Japao) (Figura 3). Apds o exame visual, as
biépsias endoscdpicas foram coletadas em ordem previamente estabelecida: 1) para
casos: biépsia da porcdo esofagica normal adjacente ao tumor (ndo tumoral) (Figura 4)
seguida pela tumoral (Figura 5); 2) para controles: bidpsia da regidao distal seguida pela
proximal. O material coletado foi fixado em formalina e incluido em parafina de acordo
com a rotina do Departamento de Patologia do Hospital de Cancer de Barretos para

diagndstico histoldgico.

Figura 3 - Material utilizado na EDA para
coleta de amostra bioldgica para o projeto:
Pinca esdoscépica, frascos contendo formol
4% e criotubos para congelamento do
tecido em nitrogénio liquido, sendo a tampa
vermelha padronizada para coleta de
amostra tumoral e tampa verde para
amostra de tecido endoscopicamente
normal.
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Figura 4 - Imagem de procedimento
endoscopico: A pinga estd localizada em
area normal adjacente ao tumor onde o
fragmento sera coletado.

Figura 5 - Imagem de procedimento
endoscépico na area tumoral: A pinga
localizada na adrea tumoral coletou
fragmento tecidual representativo da
regido.

3.5 Detecgao de HPV

Essa etapa foi executada para identificar o DNA HPV nas amostras obtidas.

Resumidamente, o protocolo segue as seguintes etapas:

Desparafinizagao e extracao de DNA
O DNA das amostras incluidas em parafina foi extraido a partir de 3 a 5 cortes

de 10 micras cada. Para evitar contaminacdo das amostras, um bloco vazio foi cortado
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entre cada bloco de paciente. Inicialmente, as laminas contendo os cortes foram
coradas com Hematoxilina & Eosina (HE, Merck KGaA, GE) de acordo com o protocolo
de rotina do Departamento de Patologia do HCB e avaliadas por um patologista
experiente para a selecdo microscopica da area de interesse representativa da
neoplasia, livre de necrose ou calcificacdes, no caso de tecido tumoral e, aquela livre
de alteragdes (neoplasia ou calcificagcbes) para os tecidos normais, tanto adjacente
guanto de individuos controle.

As laminas contendo os cortes foram submetidas a etapa de desparafinizacdo
por aguecimento (70°C — 15min), seguido de lavagens sequenciais em xilol (Merck
KGaA, GE) (2 vezes de 5 min), etanol (Merck KGaA, GE) (1 vez de 1 mim - 100%/ 70%/
50%) e dgua mili Q (1 vez de 1 min). Em seguida, o material contido na area demarcada
pelo patologista foi rigorosamente raspado com uma agulha (40 mm x 120mm) e
colocado em tubo de polipropileno de 1,5mL, livre de RNAse e DNAse (Axygen, USA)
contendo tampao ATL e RNA carrier, de acordo com o protocolo DNA QlAamp Micro
Kit (Qiagen, USA). Apds disseccdo macroscopica, as amostras foram submetidas a
etapa de digestdo enzimatica com o tampao ATL e proteinase K por uma noite a 562C e
700 rpm. Posteriormente, o material lisado foi aplicado a coluna QIAamp Mini spin e
submetido a varias etapas de centrifugagao para lavagem do material nucléico aderido
a membrana. O DNA ligado a coluna foi eluido em 30-50uL de agua livre de RNAse e

DNAse (Qiagen, USA) e estocado em freezer a -202C até o momento do uso.

Analise do DNA extraido

A quantidade do DNA extraido das bidpsias foi avaliada por espectrometria
(NanoDrop 2000 - ThermoScientific), de acordo com as instru¢des do fabricante. A
integridade do DNA obtido pelo processamento anteriormente descrito foi confirmada
por PCR convencional utilizando primers PCO3 (5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3') e
PCO4 (5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’) para detecgdo de um fragmento pequeno de
110pb do gene da [B-globina humana. A mistura da PCR foi composta por 20mM de
Tris-HCI pH 8,4 (Invitrogen, USA), 50mM de KCI (Invitrogen, USA), 4mM de MgCl,
(Invitrogen, USA), 200uM de dNTP mix (Invitrogen, USA), 200nM dos iniciadores 8
1,25U de Platinum[] Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA) e 4gua DNAse RNAse free

(Gibco/BRL, Life Technologies, USA) para volume final de 25 L. Como fita molde foram
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utilizados 5 YL do DNA extraido. A amplificagdo em termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf, Germany) foi realizada de acordo com o protocolo: 942C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos (949C por 1 minuto, 552C por 1 minuto e 729C por 1
minuto) e extensao final de 722C por 10 minutos. Apds reacdo, a eletroforese em gel
de agarose 2,0% com Gel Red (Biotium, Hayward, CA) foi feita a 90V por 10 min e 110V
por 70 min em Electrophoresis Power Supply-EPS 301 GE. Apds término da corrida, a
presenca de banda foi avaliada no ImageQuant LAS 4000 mini GE. Somente as

amostras positivas para [3-globina foram utilizadas no ensaio de detecgdo de HPV.

3.5.1 Detecgao de HPV-16 por PCR em tempo real especifico

Esta etapa foi realizada utilizando TagMan Universal PCR Master Mix 1x
(Applied Biosystems, Inc., EUA), 400nM de cada iniciador para a regido E7 do virus,
forward (5’-GATGAAATAGATGGTCCAGC-3’) e reverse (5'-
GCTTTGTACGCACAACCGAAGC-3')¥, 200nM da sonda (5- 6FAM-
CAAGCAGAACCGGACAG-MGBNFQ-3’) e agua DNAse RNAse free (Gibco/BRL, Life
Technologies, USA) para volume final de 25uL. Como fita molde, foram utilizados 5uL
de DNA extraido de cada amostra. Em todas as reacdes de PCR em tempo real
especifica para HPV-16 foram adicionados controles positivo (DNA extraido de célula
Caski) e negativo (agua). Todas as amostras e controles foram testados em duplicata,
sendo consideradas positivas aquelas amostras cujo threshold cycle (Ct) foi inferior a
38 nas duas replicatas.

As reacbes de PCR em tempo real sdo caracterizadas pelo aumento da
fluorescéncia da sonda a cada ciclo de polimerizacdo das moléculas, atingindo um
limiar (threshold) em que todas as amostras podem ser comparadas. O ciclo exato no
qual o limiar de fluorescéncia é definido denomina-se Ct; as amostras mais
concentradas (com maior numero de fitas molde iniciais) atingem o limiar mais

precocemente e mostram valores de Ct mais baixos.

3.5.2 Detecc¢ao de a-HPV de alto risco por PCR multiplex (Luminex)

Condigdes para a reacao
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As reagOes de PCR foram realizadas conforme previamente descrito®,
utilizando-se uma mistura de iniciadores especificos para a amplificagdo de um
fragmento do gene E7 de um amplo espectro de tipos de HPV do género a-
papillomavirus. Esta mistura contém iniciadores capazes de amplificar os seguintes
tipos: HPV-16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82,
considerados alto ou provavel alto risco; HPV-6, 11, 70, considerados como baixo risco
oncogénicogg. Assim, este ensaio possibilitou a deteccao simultanea e genotipagem de
21 tipos de HPV por amostra.

Dois iniciadores para a amplificagdo de um fragmento do gene da B-globina
humana foram também adicionados ao ensaio para controlar a qualidade do DNA
molde. As reacbes de PCR, em unicata, fizeram uso do QIAGEN Multiplex PCR kit
(Qiagen, Dusseldorf, Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para um
volume de reacao de 25ulL, foram utilizados 10uL do DNA extraido. Foram efetuados
45 ciclos de amplificagao; cada ciclo incluiu 30 segundos de desnaturagdo a 94°C, 3
minutos de anelamento a 632C e 1,5 minutos de alongamento da cadeia a 722C. O
primeiro ciclo é precedido por 15 minutos de desnaturagdao a 952C e o ultimo ciclo é
estendido por 10 minutos de alongamento a 722C. Como controle negativo da reacdo

de PCR, foi incluido um tubo com a mistura de reacdo sem DNA.

Ensaio de hibridizagcao

As sondas o-HPV tipo-especificas foram acopladas as microesferas de
poliestireno pelo Dr. Tarik Gheit no Laboratdrio de Infecgdo e Biologia do Cancer do
IARC, em Lyon, na Franga. Para a genotipagem dos a-HPV pela tecnologia de Luminex,
foram utilizados 10uL dos produtos de PCR®’ .

Resumidamente, os produtos amplificados foram adicionados a 40uL da
solugdo de microesferas-sondas em placas de 96 pocos. Estima-se que este volume de
solugao microesferas-sondas contenha em torno de 200 microesferas acopladas a cada
sonda a-HPV tipo-especifica. Em seguida, as misturas foram desnaturadas por
aquecimento a 95°C por 15 minutos. Apds incubagdo em gelo por 1 minuto, a placa foi
agitada a 500rpm a 40°C por 30 minutos, no escuro. As misturas foram entdo
transferidas para uma placa com filtro que permite lavagem a vacuo (Multiscreen Filter

Plates, Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) utilizando-se 100uL de solucdo de
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lavagem (PBS 1X, Tween 20 0,02%) a 5mmHg. Em seguida, foram adicionados 50uL de
uma solucdo de estreptavidina-R-ficoeritrina (Bio-rad, Hercules, CA, EUA) diluida 1:750
em solucdo de coloragdo (Sarcozyl 20%, Tris HCl 1mM, EDTA 0,5mM, 4,5M TMAC).
Apds incubagdo por 30 minutos a 600rpm e temperatura ambiente, foram realizadas
duas lavagens com 100uL de solucdo de lavagem. As microesferas-sondas hibridizadas
ao produto de PCR foram finalmente ressuspendidas em 100uL de solugdo de lavagem
por incubacdo a 600rpm por 5 minutos para entdo, seguir a analise no equipamento
Luminex 200 (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

Este leitor contém dois lasers: um para identificar o conjunto de esferas
coradas internamente (ensaio qualitativo) e outro para quantificar a fluorescéncia
reportada pela esfera (ensaio semi-quantitativo). As leituras foram realizadas
utilizando-se o programa XPONENT 3.1 (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha),
configurado para discriminar microesferas individuais de duplas no intervalo de 8.000-
15.000 (Doublet Discriminator Gate, D.D.Gate) num periodo de 60 segundos (time-
out). Os resultados foram expressos através da intensidade de fluorescéncia média

(MFI) de pelo menos 100 esferas de cada analito (sonda tipo-especifica).

Analise do teste Luminex

Para cada sonda o-HPV tipo-especifica, os valores de MFI obtidos quando
nenhum produto de PCR é adicionado a mistura de hibridacdo, sdo considerados os
valores de fundo (background). Os valores finais foram calculados adicionando-se 5
MFI para 1.1X ao valor de fundo mediano. Foram considerados valores positivos

aqueles que apresentaram mais que 20 MFI.

3.6 Deteccao de marcadores moleculares relacionados a infeccao por HPV e

carcinogénese esofagica por imunohistoquimica

3.6.1 p53
Os espécimes tumorais conservados em parafina foram analisados por IHC para
a expressdo da proteina p53 através de sistema automatizado Ventana Benchmark

ULTRA. Resumidamente, laminas contendo cortes de 4 um foram submetidas a
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aquecimento (75°C por 4 minutos) e desparafinizacdo (72°C). A seguir, foi efetuada a
recuperacdo antigénica em tampdo Cell conditioning 1 (CC1) a 95°C por 64 min. O
anticorpo primario p53 (Cell Marque, Rocklin, CA, USA) foi adicionado na diluicao
sugerida pelo fabricante e aplicado nas amostras por 32 min. Para detecc¢do da reacdo
imune, foi utilizado o sistema de amplificagdo por polimero UltraView Universal DAB
Detection Kit (Ventana Medical Systems) e a contra coloragdo foi realizada utilizando
Hematoxilina Il por 12 min e Bluing reagent por 4 min, de acordo com as
especificaces do fabricante. Como controle positivo foi utilizado tecido de carcinoma
de célon com expressdo nuclear positiva de p53 e, como controle negativo, foi
utilizado tecido de carcinoma de mama sem expressdo nuclear de p53.

As laminas foram avaliadas quanto a expressdao nuclear, sendo consideradas
positivas para a expressao de p53, aquelas amostras que possuiam pelo menos 10% de

marcacdo nuclear forte®.

3.6.2 p16 e Ki67

A IHC para a expressdo da dupla marcagdo de p16/Ki-67 foi analisada através
do sistema automatizado Ventana Benchmark ULTRA. Resumidamente, laminas
contendo cortes de 4 um foram submetidas a aquecimento (75°C por 4 minutos) e
desparafinizacdo (72°C). A seguir, foi efetuada a recuperacdo antigénica em tampao
Cell conditioning 1 (CC1) a 95°C por 64 min. O primeiro anticorpo p16 (Roche
diagndstica, Brasil) foi adicionado por 20 min a 36°C, seguido de 4 minutos de
aquecimento a 95°C para a desnaturacdo do anticorpo excedente. Finalmente, o
segundo anticorpo Ki-67 (Cell Marque, Rocklin, CA, USA) foi adicionado por 32 minutos
a temperatura ambiente. Para deteccdo da reacao imune, foram utilizados os sistemas
de amplificagdo por polimero UltraView Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical
Systems) e UltraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (Ventana
Medical Systems), de acordo com as especificagdes do fabricante. A contra coloragdo
foi realizada utilizando Hematoxilina Il por 4 minutos e Bluing reagent por 4 minutos.
Como controle positivo foi utilizado tecido de adenocarcinoma de colo uterino com
dupla marcacdo para p16/Ki-67. O controle negativo foi tratado identicamente, mas
com omissdo do anticorpo primario. Para a proteina p16, as amostras com marcacao

forte e difusa em mais de 70% do tecido foram consideradas positivas. Para a
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expressao de Ki-67, as laminas foram avaliadas usando escore de porcentagem de
células marcadas (0, 0% de células imunoreativas; 1, 1-25% de células imunoreativas;
2, 26-75% de células imunoreativas; e 3, >75% de células imunoreativas).

As caracteristicas dos anticorpos utilizados na IHC estdo resumidamente
demonstradas na tabela 3 e os critérios para a analise das marcag¢des estdao resumidos

na tabela 4.

Tabela 3 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados no estudo

Proteina de interesse Clone Origem Tipo de anticorpo Diluicao
p53 DO-7 Camundongo Monoclonal 1:1200
pl6 E6H4™ Camundongo Monoclonal Pronto para uso
Ki67 SP6 Coelho Monoclonal 1:100

Tabela 4 - Critérios para resultado da imunohistoquimica dos marcadores investigados

Antigeno Classificacdo Escore final
p53 Negativo < 10% de marcagdo forte
Positivo > 10% de marcagao forte
p16 Negativo < 69% de marcacdo forte e difusa
Positivo >70% de marcacdo forte e difusa
Ki-67 Negativo 0% de marcagio
Positivo > 1% de marcagdo

3.7 Analises estatisticas

A descricdo da populacao do estudo foi realizada a partir de tabelas de frequéncias
e, para a comparagdo entre os grupos descritos nos objetivos especificos, foram
utilizados os teste do Qui-quadrado, teste exato de Fisher, teste de Mc Nemar e teste
de Q-Cochran. Para a valiacdo da concordancia entre as técnicas de deteccdo de HPV
foi utilizado o teste de concordancia de Kappa.

O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (5%). Para a tabulacdo e analise
estatistica foi utilizado o software IBM® SPSS® Statistics 21.0 para Windows (IBM

Corporation, Route 100, Somers NY 10589).
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4 RESULTADOS

4.1. Inclusido dos individuos de pesquisa

No periodo entre janeiro de 2013 a agosto de 2014, aproximadamente 1098
pacientes foram admitidos pela primeira vez no Departamento do Digestivo Alto do
HCB com as principais suspeitas de cancer de estobmago, figado, pancreas e esofago.

Agueles pacientes com suspeita de CEC de esd6fago que possuiam indicacdo de
EDA foram considerados elegiveis para o estudo. Destes, pacientes foram incluidos
consecutivamente no estudo até atingir o tamanho amostral de 101.

Para os controles, 101 pacientes com indicacdo de EDA agendados no
departamento de endoscopia do AME Clinico de Barretos foram recrutados para o
estudo, por terem sexo e idade (+ 3 anos) pareados com os casos, durante os meses de
abril de 2013 a outubro de 2014.

Antes de realizar a identificacdo de HPV por diferentes técnicas, foi feita a
caracterizacdo da populagdo (caso x controle) e somente do tecido tumoral, objetos de

estudo deste projeto.

4.2 Caracterizacao da populagao de estudo

Com intuito de verificar os principais fatores de risco para o desenvolvimento
do CE e também para a infeccdo por HPV, foi feita uma caracterizacao da populacdo de
ambos os grupos do estudo, caso e controle.

A populacdo do estudo foi composta, em sua maioria, por homens com idade
superior a 60 anos para os dois grupos. Como ja esperado, apds o pareamento dos
grupos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre caso e controle para
as variaveis sexo e idade (Tabela 5).

Em relacgdo as varidveis consumo de dlcool (p=0,001), tabaco (p=0,035) e alcool
+ tabaco, foi encontrada diferenga estatistica (p=0,001) entre os grupos caso e
controle, sendo que os individuos do grupo caso fizeram mais consumo de alcool e
tabaco, separados e concomitantemente, em relacdo aos individuos do grupo controle

(Tabela 5).
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Tabela 5 - Caracterizacdo da populacdo de estudo

Casos Controles

Variavel * / Categoria

iével * / Categori n %) n %) .
Sexo
Masculino 80 79,2 80 79,2 1,000
Feminino 21 20,8 21 20,8
Idade
<60 anos 53 52,5 50 49,5 0,673
>60 anos 48 47,5 51 50,5
Alcool
Nao 10 9,9 28 27,7 0,001
Sim 91 90,1 73 72,3
Tabaco
Nao 19 18,8 32 31,7 0,035
Sim 82 81,2 69 68,3
Alcool + Tabaco
Nunca bebeu nem fumou 3 3,0 19 18,8 0,001
Bebe e fuma 75 74,3 60 59,4
Bebe ou fuma 23 22,8 22 21,8

4.3 Caracterizacao do tecido tumoral

A analise do tecido de tumor de es6fago quanto as variaveis anteriormente
citadas, mostrou que o grau de diferenciagao mais frequentemente encontrado foi o
moderado, com predominio de tumores localizados no terco médio do es6fago e
estadiamento TNM avancado. Além disso, a revisdo de prontuarios realizada em margo
de 2014 forneceu a informacao de que 54,5% dos pacientes incluidos no estudo foram

a 6bito devido a doenca e somente 18,8% permanecem vivos sem CE (Tabela 6).
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Tabela 6 - Caracterizacdo do tecido tumoral

Variavel Categoria n %
Grau de diferenciagao Bem 13 13,4
Moderado 56 57,7
Pouco 28 28,9
Topografia Tergo superior 3 3,0
Terco médio 57 56,4
Tergo inferior 8 7,9
Mais de uma localizacdo 33 32,7
Estadiamento TNM lell 23 22,4
lelv 72 75,8
T T1/T2 10 11,2
T3/T4 79 88,8
N NO 26 37,1
N positivo 44 62,9
M MO 76 80,0
M1 19 20,0
Status do paciente Obito por cancer 55 54,5
Vivo com doenga 27 26,7
Vivo sem doenca 19 18,8

4.4 Identificacdo de HPV
Apds conhecimento das caracteristicas dos pacientes e do tecido tumoral

analisados no estudo, iniciou-se a etapa de identificagdo de DNA HPV.

Extracdo de DNA

Para a identificacdo de HPV nas amostras coletadas, o DNA foi cuidadosamente
extraido da regido de interesse delimitada pelo patologista e, de acordo com o
protocolo de coleta de material biolégico anteriormente descrito, os 101 casos
originaram 202 amostras de DNA: uma oriunda do tecido normal adjacente ao tumor e
outra do tecido tumoral. Os 101 controles originaram 202 amostras, uma
correspondente a regido distal e outra a proximal do es6fago. Diante disto, para evitar
contaminacdo entre as amostras obtidas de diferentes locais e grupos, cada uma das

regides anatdémicas foi processada em dias distintos.
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Analise do DNA extraido

Com intuito de observar a integridade do DNA obtido apds etapas de
desparafinizacdo, o material eluido da coluna foi utilizado em concentracdo
padronizada na reagdao de PCR com iniciadores para uma sequéncia de B-globina
humana de tamanho (110pb) semelhante aquele da sequencia consenso para HPV
analisada a seguir. A presenga de banda com tamanho de 110pb em todas as amostras
analisadas (figura 6) e obtidas de diversas preparacbes indicou que o DNA tem a

integridade minima exigidia para a realizagdo dos préximos experimentos.

MW H20 Seha 10511 12131 de15 =16 17

Figura 6 - Gel de agarose 1,5% apds amplificacdo usando primer B-globina.
MW: marcador de peso molecular (50pb); H,0: controle negativo substituindo
DNA por agua; Seha: controle positivo, linhagem de colo uterino que expressa
constitutivamente HPV; Amostras de 1-17: tecido esofdgico proximal.

Amplificacdo de DNA em todas as amostras.

4.4.1 Detecgdo de HPV-16 por PCR em tempo real especifico

De acordo com a literatura, o HPV de alto risco mais frequénte em CEC de
eso6fago e cancer do colo Utero identificado na maioria das regides do mundo é o HPV-
16. Sendo assim, reagdes de PCR em tempo real utilizando iniciadores e sonda
especificos para HPV-16 foram desenvolvidas, a fim de determinar a frequéncia de
HPV-16 na populacdo estudada.

Tendo como referéncia o valor de Ct da Caski e o nUmero de ciclos para cada
reacao, foi estabelecido que amostras apresentando Ct<38 nos dois pog¢os seriam

consideradas positivas para HPV-16 e, obteve-se que as amostras de tecido esofagico
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normal adjacente analisadas ndo continham DNA HPV-16 (0/101), enquanto o DNA

viral foi detectado em 3,0% (3/101) dos tecidos tumoral analisados (Tabela 7).

Tabela 7 — Casos analisados para presenca do HPV-16 por PCR em tempo real

Variavel Categoria n %

Tecido normal adjacente Negativo 101 100,0
Positivo 0 0,0

Tecido tumoral Negativo 98 97,0
Positivo 3 3,0

Nas amostras obtidas dos controles, o DNA HPV-16 foi detectado em 13,9%
(14/101) das amostras de es6fago proximal e em 11,9% (12/101) das amostras de

esOfago distal (Tabela 8).

Tabela 8 - Controles analisados para presenga do HPV-16 por PCR em tempo real

Variavel Categoria n %

Esofago proximal Negativo 87 86,1
Positivo 14 13,9

Esofago distal Negativo 89 88,1
Positivo 12 11,9

Comparando-se a frequéncia de HPV-16 entre os grupos caso e controle,
observou-se diferenga estatisticamente significativa (p<0,001) entre os grupos
estudados, porque o grupo controle apresenta predominio de amostras HPV-16

positivas (20,8%) comparado com o grupo caso (3,0%) (Tabela 9).

Tabela 9 — Comparacao da frequéncia de HPV-16 entre os grupos caso e controle

Grupo Controle Caso 0
n (%) n (%)
HPV-16 Negativo 80 79,2 98 97,0 <0,001
HPV-16 Positivo 21 20,8 3 3,0
Total 101 100,0 101 100,0

p<0,05

Testes ultilizados: Qui-quadrado

*Para os grupos caso e controle foram considerados positivos aqueles individuos que tivessem detecgdo de DNA
HPV-16 em pelo menos uma das regides anatdmicas analisadas.
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Apds constatar a maior frequéncia de HPV-16 no grupo controle, decidimos
entdo investigar quais caracteristicas sdciodemograficas poderiam ser distintas entre
as populacgdes, de acordo com a presenca de HPV-16 e independente do grupo (Tabela
10). Como pode ser observado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre as populacdbes HPV-16 negativa e positiva em relacdo as varidveis sociais

analisadas.

Tabela 10 - Caracterizacdo da populacdo do estudo em relagdo a presenca de HPV-16 e
as variaveis sociodemograficas

HPV-16**

Variaveis / Categoria Negativo Positivo

n_ (%) n_ (% P
Sexo
Feminino 37 20,8 5 20,8 1,000*
Masculino 141 79,2 19 79,2
Idade
<60 anos 89 50,0 14 58,3 0,443
>60 anos 89 50,0 10 41,7
Alcool
Nao 33 18,5 5 20,8 0,783*
Sim 145 81,5 19 79,2
Tabaco
N3o 42 23,6 9 37,5 0,141
Sim 136 76,4 15 62,5
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 18 10,1 4 16,7 0,544
Bebe e fuma 121 68,0 14 58,3
Bebe ou fuma 39 21,9 6 25,0

p<0,05
Teste ultilizado: Qui-quadrado ou *Fisher
**HPV detectado por PCR tempo real utilizando sonda especifica para HPV-16

4.4.2 Detecgdo de a-HPV de alto risco por PCR multiplex (Luminex)

Diante da baixa frequéncia de deteccdo de HPV-16 no grupo caso e tendo
disponivel uma técnica que permite a identificacdo de 18 tipos diferentes de HPV de
alto risco, decidimos por aplicar esta técnica na mesma casuistica analisada por PCR

em tempo real para HPV-16.
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Comparando-se a frequéncia da positividade de HPV de alto risco entre os

grupos caso e controle, observamos que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos para essa técnica (Tabela 11).

Tabela 11 - Frequéncia de HPV de alto risco nos grupos caso e controle através do

Luminex
Grupo Controle Caso

s n (%) n %) g
HPV alto risco negativo 77 77,8 70 78,7 0,885
HPV alto risco positivo 22 22,2 19 21,3
Total 99 100,0 89 100,0
p<0,05

Testes ultilizados: Qui-quadrado

Analisando a frequéncia de HPV de alto risco em cada grupo isoladamente, foi

detectado DNA HPV de alto risco em 7,4% das amostras de tecido esofagico normal

adjacente analisadas (4/54) e, em 22,1% das amostras de tecido tumoral (17/77)

(Tabela 12).

Tabela 12 — Casos analisados para presenca de HPV de alto risco por Luminex

Variavel Categoria n %

Tecido normal adjacente Negativo 50 92,6
Positivo 4 7,4

Tecido tumoral Negativo 60 77,9
Positivo 17 22,1

Para o grupo controle, DNA HPV de alto risco foi detectado em 20,7% (15/80)

das amostras de es6fago proximal e em 10,4% (8/77) das amostras de es6fago distal

(Tabela 13).

Tabela 13 - Controles analisados para presenca de HPV de alto risco por Luminex

Variavel Categoria n %

Esofago proximal Negativo 65 79,3
Positivo 15 20,7

Esb6fago distal Negativo 69 89,6
Positivo 8 10,4
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Apds detectar a frequéncia de HPV de alto risco nos dois grupos do estudo, foi
feita a analise detalhada dos tipos de HPV encontrados pela técnica de Luminex em
cada regido anatOmica (Tabela 14). Como observado, para o tecido normal adjacente,
guatro tipos diferentes de HPV de alto risco (HPV-51, 31, 66.1 e 53) foram detectados
em igual proporg¢do (1,9%). Para o tecido tumoral, foram detectados os tipos HPV-16
(1,3%), 18 (1,3%), 51 (1,3%) e, predominio do tipo HPV-56 (18,2%). Nos tecidos obtidos
de controles, os tipos HPV-16 (7,4%), 18 (1,2%), 31 (7,3%) e 56 (8,5%) foram
detectados em es6fago proximal, enquanto no esofago distal, foram encontrados os

tipos HPV-16 (1,3%), 31 (7,8%), 53 (1,3%) e 56 (1,3%), com predominio do HPV-31.

Tabela 14 — Frequéncia dos tipos de HPV de alto risco detectados pelo Luminex

Casos Controles

Variavel / Categoria N.O rmal Tumor Proximal Distal

adjacente

n (%) n (%) n (%) n (%)
HPV 51
Positivo 1 1,9 1 1,3 0 0,0 0 0,0
Negativo 53 98,1 76 98,7 0 0,0 0 0,0
HPV 31
Positivo 1 1,9 0 0,0 6 7,3 6 7,8
Negativo 53 98,1 0 0,0 76 92,7 71 92,2
HPV 66.1
Positivo 1 1,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Negativo 53 98,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0
HPV 53
Positivo 1 1,9 0 0,0 0 0,0 1 1,3
Negativo 53 98,1 0 0,0 0 0,0 76 98,7
HPV 56
Positivo 0 0,0 14 18,2 7 8,5 1 1,3
Negativo 0 0,0 63 81,8 75 91,5 76 98,7
HPV 18
Positivo 0 0,0 1 1,3 1 1,2 0 0,0
Negativo 0 0,0 76 98,7 81 98,8 0 0,0
HPV 16
Positivo 0 0,0 1 1,3 6 7,4 1 1,3
Negativo 0 0,0 76 98,7 75 92,6 76 98,7

Com objetivo de caracterizar a populagdo estudada em relacdo ao status de

HPV de alto risco detectado por Luminex, foi realizada uma analise entre a frequéncia
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do virus e as caracteristicas sociodemograficas dessa populacdo (Tabela 15). Como
observado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para as variaveis

analisadas.

Tabela 15 - Caracterizacdo da populacdo do estudo em relacdo a presenca de HPV de
alto risco e as variaveis sociodemograficas.

HPV alto risco*

Variaveis / Categoria Negativo Positivo

n (%) n (%) i
Sexo
Feminino 33 22,4 7 17,1 0,457
Masculino 114 77,6 34 82,9
Idade
<60 anos 74 50,3 23 56,1 0,514
>60 anos 73 49,7 18 43,9
Alcool
Nao 28 19,0 7 17,1 0,774
Sim 119 81,0 34 82,9
Tabaco
Ndo 34 23,1 14 34,1 0,153
Sim 113 76,9 27 65,9
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 16 10,9 6 14,6 0,758
Bebe e fuma 101 68,7 26 63,4
Bebe ou fuma 30 20,4 9 22,0
p<0,05

Teste ultilizado: Qui-quadrado
*HPV de alto risco considerando o teste Luminex

Diante da divergéncia de resultados sobre a frequéncia de HPV na mesma
casuistica, porém por duas técnicas diferentes, foi proposto avaliar a concordancia

dessas metodologias.

Concordancia entre os métodos de detec¢dao de HPV

A tabela 16 descreve detalhadamente os resultados da deteccdo de HPV por
cada uma das duas metodologias realizadas no estudo e para cada amostra. Como
observado para o tecido normal adjacente, a deteccdo de HPV em 4 amostras foi feita

somente com a técnica de Luminex. A mesma técnica também detectou DNA HPV de
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alto risco em 17 amostras tumorais, sendo que 1 delas também foi positiva por PCR em
tempo real para HPV-16.

Para os controles, 7 amostras foram positivas para DNA HPV-16 por PCR em
tempo real e Luminex, porém observamos que 12 amostras foram positivas para HPV-

16 por PCR tempo real e negativas para HPV-16 por Luminex.

Tabela 16 — Descricdo detalhada dos métodos de deteccdo de HPV

HPV-16 PCR  HPV HPV-51  HPV-31  HPV-56 HPV-66.1 HPV-18  HPV-53 HPV-16

tempo real Luminex (Luminex) (Luminex) (Luminex) (Luminex) (Luminex) (Luminex) (Luminex)
Tecido normal Negativo positivo Ndo Ndo - Ndo - Sim -
Negativo positivo Nao Sim - Nao - Nao -
Negativo positivo Ndo Ndo - Sim - Nao -
Negativo positivo Sim Nao - Nao - Nao -
Tecido tumoral Negativo positivo Ndo - Sim - Ndo - Nao
Negativo positivo Nao - Sim - Nao - Nao
Negativo positivo Ndo - Sim - Ndo - Nao
Negativo positivo Nao - Sim - Nao - Nao
Negativo positivo Ndo - Sim - Ndo - Nao
Negativo positivo Nao - Sim - Nao - Nao
Negativo positivo Ndo - Sim - Ndo - Nao
Negativo positivo Nao - Sim - Nao - Nao
Negativo positivo Ndo - Ndo - Sim - Nao
Positivo positivo Nao - Nao - Ndo - Sim
Negativo positivo Ndo - Sim - Ndo - Nao
Negativo positivo Nao - Sim - Nao - Nao
Negativo positivo Ndo - Sim - Ndo - Nao
Negativo positivo Nao - Sim - Nao - Nao
Negativo positivo Ndo - Sim - Ndo - Nao
Negativo positivo Ndo - Sim - Nao - Nao
Negativo positivo Sim - Ndo - Ndo - Nao
Positivo negativo Nao - Nao - Nao - Nao
Positivo negativo Ndo - Ndo - Ndo - Nao
Tecido proximal Negativo positivo - Nao Nao - Nao - Sim
Positivo positivo - Ndo Ndo - Ndo - Sim
Positivo positivo - Nao Sim - Nao - Nao
Negativo positivo - Ndo Sim - Ndo - Nao
Negativo positivo - Sim Nao - Nao - Nao
Positivo positivo - Sim Ndo - Ndo - Sim
Negativo positivo - Nao Nao - Sim - Nao
Negativo positivo - Sim Ndo - Ndo - Nao
Positivo positivo - Nao Nao - Nao - Sim
Positivo positivo - Ndo Nao - Ndo - Sim

continua
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HPV16 PCR HPV HPV51 HPV31 HPV56 HPV66.1 HPV18 HPV53 HPV16
temporeal Luminex (Luminex) (Luminex) (Luminex) (Luminex) (Luminex) (Luminex) (Luminex)

continuagdo

Negativo positivo - Ndo Sim - N3o - Ndo
Negativo positivo - Nao Sim - Ndo - Ndo
Tecido proximal Negativo positivo - Ndo Sim - Ndo - Ndo
Positivo positivo - Nao Sim - Nao - Sim
Negativo positivo - Sim Nao - Ndo - Ndo
Negativo positivo - Sim Nao - Nao - Ndo
Negativo positivo - Sim Sim - Ndo - Ndo
Positivo negativo - Nao Nao - Nao - Nao
Positivo negativo - Ndo Nao - Ndo - Ndo
Positivo negativo - Nao Nao - Nao - Nao
Positivo negativo - Ndo Nao - Ndo - Ndo
Positivo negativo - Nao Nao - Nao - Nao
Positivo - - - - - - - -
Positivo - - - - - - - -
Positivo - - - - - - - -
Tecido Distal Negativo positivo - Sim Sim - - Nao Nado
Negativo positivo - Nao Ndo - - Sim Nao
Positivo positivo - Nado Nao - - Nao Sim
Negativo positivo - Sim Ndo - - Ndo Nao
Negativo positivo - Sim Nao - - Nao Nado
Negativo positivo - Sim Ndo - - Ndo Nao
Negativo positivo - Sim Nao - - Nao Nado
Negativo positivo - Sim Ndo - - Ndo Nao
Positivo negativo - Nado Nao - - N&o N&o
Positivo negativo - Nao Ndo - - Ndo Nao
Positivo negativo - Nado Nao - - N&o N&o
Positivo negativo - Nao Ndo - - Ndo Nao
Positivo negativo - Nado Nao - - N&o N&o
Positivo negativo - Nao Ndo - - Ndo Nao
Negativo  negativo - Nado Nao - - Nao Nado
Positivo negativo - Nao Ndo - - Ndo Nao
Positivo - - - - - - - -
Positivo - - - - - - - -
Positivo - - - - - - - -
Positivo - - - - - - - -
Negativo - - - - - - -

Para avaliar estatisticamente a concordancia entre as diferentes técnicas
empregadas para a deteccdo de DNA HPV, foi realizado um teste de concordancia de
Kappa entre os métodos PCR tempo real especifico para HPV-16 e Luminex

(considerando apenas a deteccdo de HPV-16) e esta resultou em um valor considerado
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moderado (Kappa=0,461) (Tabela 18), de acordo com os valores de referéncia

adotados (Tabela 17).

Tabela 17 — Valores de referéncia teste de concordancia de Kappa®*

Valor de Kappa Interpretagao
<0 N3o ha corcordancia
0-0,19 Concordancia pobre
0,20-0,39 Concordancia ligeira
0,40-0,59 Condordancia moderada
0,60-0,79 Condordéancia substancial
0,80-1,00 Concordania quase perfeita

Tabela 18 - Concordancia entre a detecg¢do de HPV-16 por PCR tempo real e Luminex

HPV-16 Luminex

Kappa
Negativo Positivo PP
HPV-16 PCR tempo real
Negativo 153 1 0,461
Positivo 15 8
Total 168 9

*Referéncia: Tabela 17

Ainda, foi avaliada a concordancia geral entre as técnicas de deteccdo de DNA
HPV, independente do grupo do estudo e da localizagdo anatéminca (Tabela 19). Como
observado, a técnica Luminex apresentou capacidade estatisticamente maior
(p=0,012) para fazer detec¢do do virus (21,7%) quando comparada com o PCR em

tempo real (12,2%).

Tabela 19 - Concordancia entre as técnicas de detecgdo de HPV

Técnica Negativo Positivo

n (%) n (%) g
Luminex HPV Alto risco 148 78,3 41 21,7 0,012
PCR HPV16 166 87,8 23 12,2
p<0,05

Teste utilizado: Cochran

Determinagao da frequéncia geral de HPV de alto risco
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Com intuito de obter uma frequéncia geral de HPV de alto risco na populacdo
estudada, foi feita andlise unindo todos os individuos que foram positivos para DNA
HPV em pelo menos uma técnica (Luminex ou PCR em tempo real para HPV-16). Deste
modo, a frequéncia geral de HPV de alto risco detectada na populacdo estudada foi
fornecida pela somatdria do niumero de amostras HPV-16 positivas por PCR tempo real
e o numero de amostras HPV alto risco positivas pelo Luminex, agrupando os
resultados obtidos para cada regido anatdbmica e considerando positivo aquele
individuo positivo para HPV de alto risco em pelo menos uma localizagdo. Assim,
verificou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,028), com
maior positividade de HPV de alto risco nas amostras do grupo controle (34,7%)

comparadas com o grupo caso (20,8%) (Tabela 20).

Tabela 20 — Comparacdo da frequéncia de HPV de alto risco entre os grupos caso e
controle

Grupo Controle Caso

P n (%) n (%) P
HPV alto risco negativo* 66 65,3 80 79,2 0,028
HPV alto risco positivo* 35 34,7 21 20,8
Total 101 100,0 101 100,0
p<0,05

Testes ultilizados: Qui-quadrado
*HPV de alto risco considerando os testes PCR em tempo real + Luminex

Analisando cada grupo separadamente, obteve-se para o grupo caso que a
frequéncia geral de HPV alto risco foi significativamente maior no tecido tumoral

(18,8%) comparado ao tecido normal adjacente (4,7%) (p=0,001) (Tabela 21).

Tabela 21 - Frequéncia geral de HPV de alto risco para os tecidos do grupo caso

Grupo
Variavel / Categoria Tumor Normal adjacente p
n (%) n (%)
HPV de alto risco*
Negativo 82 81,2 81 95,3 0,001
Positivo 19 18,8 4 4,7

p<0,05
Teste ultilizado: McNemar
*HPV de alto risco considerando os testes PCR tempo real e Luminex
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Em relagdo a anadlise descritiva da frequéncia geral de HPV de alto risco para os
individuos do grupo controle (Tabela 22), encontramos que 24,8% das amostras de
es6fago proximal foram positivas, enquanto 18,8% das amostras de eséfago distal

analisadas foram positivas para HPV de alto risco.

Tabela 22 - Descri¢cdo da frequéncia geral de HPV de alto risco nos controles incluidos
no estudo

Variavel Categoria n %

Esofago proximal Negativo 76 75,2
Positivo 25 24,8

Esb6fago distal Negativo 82 81,2
Positivo 19 18,8

Ap0ds analisar a frequéncia geral de HPV de alto risco entre caso e controle e,
entre tecidos do grupo caso, comparamos também a positividade do tecido normal
adjacente com o controle. Foi obtido que os controles apresentam frequéncia de HPV
de alto risco significativamente maior (34,7%) (p<0,001) que o tecido normal adjacente

(4,7%) (Tabela 23).

Tabela 23 - Frequéncia de HPV de alto risco entre tecido normal adjacente e controle

Grupo
Variavel / Categoria Normal adjacente Controle
n (%) n (%) P
HPV de alto risco*
Negativo 81 95,3 66 65,3 <0,001
Positivo 4 4,7 35 34,7

p<0,05
Teste ultilizado: Chi-quadrado
*HPV de alto risco considerando os testes PCR tempo real e Luminex

Apds calcular a frequéncia geral de HPV de alto risco para os grupos e tecidos
do estudo, decidimos caracterizar as amostras positivas para DNA HPV de alto risco,
independente do grupo de estudo, em relacdo as variaveis sociodemograficas. Como
demonstrado (Tabela 24), ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os

grupos HPV alto risco positivo e negativo, para as variaveis testadas.
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Tabela 24 - Caracterizagdo da populacdo HPV de alto risco positiva e negativa em
relacdo as varidveis sociodemograficas

HPV alto risco*

Variavel / Categoria Negativo Positivo p
n (%) n (%)
Sexo
Feminino 32 21,9 10 17,9 0,524
Masculino 114 78,1 46 82,1
Idade
<60 anos 72 49,4 31 55,4 0,442
>60 anos 74 50,7 25 44,6
Alcool
N3o 30 20,5 8 14,3 0,308
Sim 116 79,5 48 85,7
Tabaco
Nado 33 22,6 18 32,1 0,162
Sim 113 77,4 38 67,9
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 15 10,3 7 12,5 0,898
Bebe e fuma 98 67,1 37 66,1
Bebe ou fuma 33 22,6 12 21,4
Ha valores ignorados
p<0,05

Teste ultilizado: Qui-quadrado
*HPV de alto risco considerando os testes PCR tempo real + Luminex

Ainda com intuito de caracterizar a populacdo positiva para DNA HPV de alto
risco, relacionamos as varidveis sociodemograficas e clinicopatolégicas somente com
tecido tumoral (Tabela 25). Nota-se que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos para as varidveis analisadas.

Tabela 25 - Caracterizacao da populacdao HPV de alto risco positiva e negativa para
tecido tumoral em relagdo as varidveis sociodemograficas e clinicopatoldgicas

HPV alto risco (Tumor)**

Variavel / Categoria Negativo Positivo p
n (%) n (%)
Sexo
Feminino 18 22,0 3 15,8 0,756*
Masculino 64 78,0 16 84,2
Idade
<60 anos 44 53,7 9 47,4 0,621
>60 anos 38 46,3 10 52,6

continua
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HPV alto risco (Tumor)**

Variavel / Categoria Negativo Positivo p
n (%) n (%)
continuacgao
Alcool
Nao 8 9,8 2 10,5 1,000*
Sim 74 90,2 17 89,5
Tabaco
Nao 13 15,9 6 31,6 0,188*
Sim 69 84,1 13 68,4
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 1 1,2 2 10,5 0,149*
Bebe e fuma 62 75,6 13 68,4
Bebe ou fuma 19 23,2 4 21,1
Grau de diferenciagao
Bem 12 15,2 1 5,6 0,546
Moderado 45 57,0 11 61,1
Pouco 22 27,8 6 33,3
Topografia
Tergo superior 1 1,2 2 10,5 0,105%*
Terco médio 49 59,8 8 42,1
Tergo inferior 7 8,5 1 5,3
Mais de uma localizacdo 25 30,5 8 42,1
Estadiamento TNM
lell 21 27,3 2 11,1 0,224*
elv 56 72,7 16 88,9
T
T1/T2 10 13,9 0 0,0 0,198*
T3/T4 62 86,1 17 100,0
N
NO 21 36,8 5 38,5 1,000*
N positivo 36 63,2 8 61,5
M
MO 63 80,8 13 76,5 0,740%*
M1 15 19,2 4 23,5
p<0,05

Testes ultilizados: Qui-quadrado ou *Fisher

**HPV de alto risco (tecido tumoral) considerando os testes PCR tempo real + Luminex

O fluxograma abaixo, mostra o nimero de amostras analisadas em cada uma

das técnicas.
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Individuos incluidos no estudo
Casosn=101
Controlesn=101

IPCRTemporeaIHPVlEl | Luminex I IHC

Tecido normal: 101 Tecido normal: 71
Tecido tumoral: 101 Tecido tumoral: 92 Ej
Tecido proximal: 101 Tecido proximal: 91 p16/Ki67 p53
Tecido distal: 101 Tecido distal: 90
Tecido normal: 94 Tecido normal: 100
Tecido tumoral: 99 Tecido tumoral: 97
Tecido proximal: 100 Tecido proximal: 55
Tecido distal: 98 Tecido distal: 36

Figura 7 - Descricdo do numero de amostras analisadas em cada experimento

4.5. Imunohistoquimica
Os marcadores indiretos da infeccdo por HPV e relacionados com a

carcinogénese esofagica, p53, p16 e Ki-67, foram avaliados por IHC.

4.5.1 Anadlise da expressao de p53

Inicialmente, o perfil de expressdo de p53 em tecidos esofagicos dos dois
grupos (Figura 8) foi avaliada e apresentou-se com padrdo nuclear, comparando com
os controles positivo (tecido de carcinoma de célon com expressao nuclear positiva de
p53) e negativo (tecido de carcinoma de mama sem expressdao nuclear de p53). A
expressdo de p53 foi avaliada com o uso de escore previamente estabelecido (Tabela

4) e os resultados estdo descritos detalhadamente nas préximas tabelas.
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Figura 8 - Imunohistoquimica de p53 em CEC de esofago. Visualizagdo ao microscépio optico de
marcacgdo IHC de p53 em CEC de esofago (A) Controle negativo: tecido de carcinoma de mama sem
expressdo nuclear de p53 (magnificacdo original = 100 vezes). (B) Controle positivo: tecido de
carcinoma de colon com expressdo nuclear positiva de p53 (magnificacdo original = 100 vezes). (C)
Tecido de carcinoma epidermdide moderadamente diferenciado infiltrativo de es6fago sem expressdo
de p53 (magnificagdo original = 100 vezes). (D) Tecido de carcinoma epiderméide moderadamente
diferenciado infiltrativo de es6fago com forte expressdo nuclear de p53 (magnificagdo original = 100
vezes).

A expressdao de p53 foi comparada entre os grupos caso e controle e, como
demonstrado na tabela 26, a expressdo da proteina no grupo caso foi estatisticamente
maior (68,0%) que a observada no grupo controle (1,6%) (p<0,001).

Tabela 26 - Expressdo de p53 entre os grupos caso e controle

Grupo
Variavel * / Categoria Caso* Controle**
n (%) n (%) i
p53
Negativo 31 32,0 61 98,4 <0,001
Positivo 66 68,0 1 1,6
Total 97 100,0 62 100,0

*Para o grupo caso foi considerado apenas o tecido tumoral.

**Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo positivo aquele individuo
com expressdo da proteina em pelo menos uma das regiGes anatomicas (proximal ou distal).

p<0,05

Teste utilizado: Qui-quadrado
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A partir deste resultado significativo para a expressdo de p53 entre os grupos, o
perfil de marcacdo da proteina nos tecidos de cada grupo foi avaliado. Observou-se
que 68,0% dos tecidos tumorais expressavam a proteina p53 enquanto somente 21,0%
dos normais adjacentes eram positivos para a proteina, representando uma diferenca

estatisticamete significativa entre esses tecidos (p<0,001) (Tabela 27).

Tabela 27 - Expressdo de p53 nos tecidos obtidos dos casos

Grupo

Variavel / Categoria Tumor Normal adjacente p

n (%) n (%)
p53
Negativo 31 32,0 79 79,0 <0,001
Positivo 66 68,0 21 21,0
Total 97 100 100 100
p<0,05

Teste ultilizado: McNemar

Em relagdo as imunorreagdes para o grupo controle, foi observado que a
marcagao da proteina foi de 1,8% para o tecido esofagico proximal e ausente para o

tecido esofagico distal (Tabela 28).

Tabela 28 - Descricdo da expressao de p53 nos tecidos obtidos de controles

Variavel Categoria n %

Esofago proximal Negativo 54 98,2
Positivo 1 1,8

Esb6fago distal Negativo 36 100,0
Positivo 0 0,0

Em seguida, a expressao de p53 nos tecidos normal adjacente e grupo controle
(Tabela 29) foi avaliada. Analise demonstrou que a expressdo da proteina foi
significativamente maior (p<0,001) no tecido normal adjacente (21,0%) comparada

com a do controle (1,6%).
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Tabela 29 - Expressdo de p53 nos tecidos normal adjacente e controle

Grupo
Variavel * / Categoria Normal adjacente Controle* p
n (%) n (%)
p53
Negativo 79 79,0 61 98,4 <0,001
Positivo 21 21,0 1 1,6
Total 100 100 62 100

*Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo positivo aquele individuo
com expressdo da proteina em pelo menos uma das regiGes anatémicas (proximal e distal).

p<0,05

Teste ultilizado: Qui-quadrado

Apds analise da expressdo de p53 nas amostras esofagicas, as amostras
positivas para a proteina foram caracterizadas, independentemente dos grupos (caso e
controle) e tecidos (Tabela 30). De acordo com as varidveis sociais analisadas,
observou-se que a populacdo p53 positiva é estatisticamente diferente da populacao
gue ndo expressa a proteina, quanto a ingestdo de alcool e alcool + tabaco, pois os
individuos do grupo com expressao positiva de p53 relataram maior consumo de alcool
(91,0%) e alcool + tabaco (73,1%) concomitantemente, que o grupo com expressdo
negativa da proteina.

De acordo com o status de HPV, tanto para as andlises que cosideraram os
resultados de HPV por testes independentes, como a anadlise que utilizou a frequéncia
geral de HPV de alto risco (Luminex e Tempo real), ndo observou relacdo
estatisticamente significativa entre expressdo de p53 e o status de HPV na populagdo

estudada.

Tabela 30 - Caracterizacdo das amostras em relacdo a expressdo p53

p53*

Variaveis * / Categoria Negativo Positivo

n (%) n (%) i
Sexo
Feminino 21 22,8 15 22,4 0,948
Masculino 71 77,2 52 77,6
Idade
<60 anos 43 46,7 41 61,2 0,071
>60 anos 49 53,3 26 38,8

continua
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p53*

Variaveis * / Categoria Negativo Positivo

n___ (% n__ (% i
continuagao
Alcool
Ndo 23 25,0 6 9,0 0,010
Sim 69 75,0 61 91,0
Tabaco
Nao 26 28,3 13 19,4 0,200
Sim 66 71,7 54 80,6
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 16 17,4 1 1,5 0,005
Bebe e fuma 59 64,1 49 73,1
Bebe ou fuma 17 18,5 17 25,4
HPV alto risco (Luminex)
Negativo 71 81,6 48 80.0 0,807
Positivo 16 18,4 12 20,0
HPV16 (Tempo real) 81 88,0 64 95,5 0,100
Negativo 11 12,0 3 4,5
Positivo
HPV alto risco (Luminex + Tempo real)
Negativo 70 76,1 52 77,6 0,822
Positivo 22 23,9 15 22,4

p<0,05

Teste ultilizado: Qui-quadrado

*Para o grupo caso foi considerado apenas tecido tumoral e, para o grupo controle foram considerados os tecidos
esofagicos proximal e distal, sendo positivo aquele individuo com expressdo da proteina em pelo menos uma das
regides anatomicas (proximal e distal).

Posteriormente, foi realizada a caracterizacdo das amostras tumorais em
relacdo a expressdo de p53, varidveis sociais, clinicopatoldgicas e presenca de HPV
(Tabela 31). Como pode ser visto, a expressio de p53 em tecido tumoral foi
caracterizada como sendo significativamente predominante (60,6%) em individuos
com idade igual ou inferior a 60 anos (p=0,044). J4 para o grupo de tecido tumoral com
expressao negativa da proteina, houve predominio significativo (61,3%) de pacientes
mais velhos (idade >60 anos).

Em relagdo ao hdabitos de consumo de dlcool e tabaco, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os individuos com expressdo positiva e negativa de

p53.
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Ainda, os resultados da expressao IHC de p53 foram analisados com o status de

HPV de alto risco (analisado por Luminex), HPV-16 (analisado por PCR em tempo real)

e HPV de alto risco geral (considerando as detecgGes por Luminex e PCR em tempo

real). Como visualizado, 12 amostras (20,3%) positivas para HPV de alto risco (Luminex)

possuem expressao positiva de p53; 2 amostras (3,0%) HPV-16 positivas tém expressdo

positiva de p53 e; 14 amostras (21,2%) positivas para HPV de alto risco geral (Luminex

+ PCR tempo real) expressam p53. Além disso, pode-se observar que ha um ndimero

grande de amostras com expressao positiva de p53 e negativas para HPV. No entanto,

ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre o status de HPV e a expressao

de p53 para as analises realizadas (Tabela 31).

Tabela 31 - Caracterizacdo das amostras tumorais em relacdo a expressdo de p53 e
varidveis sociais, clinicopatoldgicas e presenca de HPV

Tumor

Variavel / Categoria p53 negativo p53 positivo

n_ (%) n__ (%) :
Sexo
Feminino 6 19,4 15 22,7 0,707
Masculino 25 80,6 51 77,3
Idade
<60 anos 12 38,7 40 60,6 0,044
>60 anos 19 61,3 26 39,4
Alcool
Nado 4 12,9 6 9,1 0,722*
Sim 27 87,1 60 90,9
Tabaco
Nado 7 22,6 12 18,2 0,611
Sim 24 77,4 54 81,8
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 2 6,5 1 1,5 *0,425
Bebe e fuma 22 71,0 49 74,2
Bebe ou fuma 7 22,6 16 24,2
Grau de diferenciagdo
Bem 6 19,4 7 11,3 0,567
Moderado 16 51,6 36 58,1
Pouco 9 29,0 19 30,6
Topografia
Terco superior 0 0,0 2 3,0 0,505*
Terco médio 18 58,1 36 54,5
Terco inferior 4 12,9 4 6,1
Mais de uma localizagdao 0 29,0 24 36,4

continua
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Tumor

Variavel / Categoria p53 negativo p53 positivo

n__ (%) n__ (% i
continuagao
Estadiamento TNM
lell 4 13,3 18 29,0 0,098
Melv 26 86,7 44 71,0
T
T1/T2 2 6,9 7 12,3 *0,712
T3/T4 27 93,1 50 87,7
N 10 43,5 16 35,6 0,525
NO 13 56,5 29 64,4
N positivo
M
MO 26 89,7 47 74,6 0,098
M1 3 10,3 16 25,4
HPV alto risco (Luminex)
Negativo 20 76,9 47 79,7 0,776
Positivo 6 23,1 12 20,3
HPV16 (Tempo real)
Negativo 30 96,8 64 97,0 1,000*
Positivo 1 3,2 2 3,0
HPV alto risco (Luminex + Tempo real)
Negativo 25 80,6 52 78,8 0,833
Positivo 6 19,4 14 21,2
p<0,05

Testes ultilizados: Qui-quadrado ou *Fisher

Na sequéncia, os tecidos normal adjacente e controle foram caracterizados

para expressdo de p53 em relacdo as variaveis sociais e ao status de HPV (Tabela 32).

Como pode ser observado, das amostras de tecido normal adjacente com expressao

positiva de p53, houve predominio (66,7%) estatisticamente significativo de pacientes

mais velhos (idade >60 anos), enquanto para o grupo de tecido normal adjacente com

expressao negativa da proteina, houve predominio (58,2%) de pacientes mais jovens (<

60 anos).

Em relagdo ao grupo controle,

nao houve diferenga significativamente

estatistica das varidveis sociodemograficas analisadas entre as popula¢cGes negativa e

positiva para expressao de p53 (Tabela 32).
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Quando o status de HPV foi analisado, ndo foi possivel constatar diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a expressdo de p53 nos tecidos normal
adjacente e controle (Tabela 32).

No entanto, vale ressaltar que para os controles, todas as amotras com
expressao positiva de p53 foram HPV positivas, tanto para HPV de alto risco (Luminex),
HPV-16 por PCR em tempo real ou HPV de alto risco geral (Luminex e PCR tempo real).
Porém, ha amostras HPV positivas com expressdao negativa de p53 (16,4%, HPV alto
risco Luminex; 16,4%, HPV-16 PCR tempo real; 26,2%, HPV alto risco geral Luminex +

PCR tempo real).

Tabela 32 - Caracterizagao da expressao de p53 em tecidos normal adjacente e
controle em relacdo as varidveis sociais e status de HPV

Normal adjacente Controle**

Variavel / Categoria p53. p53 p53_ p53

negativo positivo p negativo positivo p

n_ (%) n_ (%) n_ (%) n_ (%)
Sexo
Feminino 18 22,8 3 14,3 0,551 15 24,6 0 00 1,000
Masculino 61 77,2 18 85,7 46 75,4 1 100,0
Idade
<60 anos 46 58,2 7 333 0,042* 31 50,8 1 100,0 1,000
>60 anos 33 41,8 14 66,7 30 49,2 0 00
Alcool
Nao 9 11,4 1 48 0,648 19 31,1 0 00 1,000
Sim 70 88,6 20 95,2 42 68,9 1 100,0
Tabaco
Ndo 16 20,3 4 14,3 0,756 19 31,1 1 100,0 0,323
Sim 63 79,7 18 86,7 42 68,9 0 00
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem 2 2,5 1 4,8 0,239 14 23,0 0 0,0 0,177
fumou
Bebe e fuma 56 70,9 18 85,7 37 60,7 0 0,0
Bebe ou fuma 21 26,6 2 95 10 16,4 1 100,0
HPV alto risco
(Luminex)
Negativo 55 78,6 14 77,8 1,000* 51 83,6 1 100,0 1,000*
Positivo 15 21,4 4 22,2 10 16,4 0 0,0
HPV16 (Tempo real)
Negativo 77 97,5 20 95,5 0,511* 51 83,6 0 00 0,177*
Positivo 2 25 1 438 10 16,4 1 100,0

continua
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Normal adjacente Controle**
Variavel / Categoria p53. p53 p53. p53
negativo positivo p negativo positivo p
n_ (%) n_ (%) n_ (%) n__ (%)
continuagao
HPV alto risco
(Luminex + Tempo
real)
Negativo 63 79,7 16 76,2 0,766* 45 73,8 0 0,0 0,274*
Positivo 16 20,3 5 23,8 16 26,2 1 100,0
p<0,05

Testes ultilizados: Teste de Fisher ou *Qui-quadrado
**Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo positivo aquele individuo
com expressdo da proteina em pelo menos uma das regiGes anatémicas (proximal e distal).

4.5.2 Analise da expressio de p16/Ki-67

Ainda com o intuito de avaliar a expressdo de marcadores indiretos da infeccdo
por HPV e relacionados a carcinogénese em amostras esofagicas, foram realizadas
imunomarcagdes para a proteina supressora tumoral pl6 e para o marcador de
proliferagdo celular Ki-67 concomitante e isoladamente. O anticorpo p16 é marcado
com diaminobenzidina que resulta em uma coloragdo marrom/acastanhada que pode
ser nuclear e/ou citoplasmatica e o anticorpo Ki-67 é marcado com fosfatase alcalina
gue resulta numa coloragdo résea/avermelhada nuclear.

De acordo com a figura 9, observa-se a dupla marcacdo de pl6/Ki-67 nas
amostras esofdgicas, comparando-se com os controles positivo (tecido de
adenocarcinoma de colo uterino com expressao positiva da dulpa marcagdo p16/Ki-67)

e negativo.
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Figura 9 - Imunohistoquimica de p16/Ki-67 em CEC de es6fago e es6fago saudavel. Visualizagdo ao
microscopio Optico de dupla marcagdo IHC de pl6/Ki-67 em CEC e es6fago saudavel (A) Controle
negativo: Tecido de adenocarcinoma de colo uterino com omissdo do anticorpo primdrio (magnificagdo
original = 100 vezes). (B) Controle positivo: Tecido de adenocarcinoma de colo uterino (magnificagdo
original = 400 vezes). (C) Tecido de mucosa esofagica proximal sem atipias, com expressdo negativa da
dupla marcagdo p16/Ki-67 (magnificagdo original = 100 vezes). (D) Tecido de carcinoma epidermdide
moderadamente diferenciado infiltrativo de es6fago com forte expressdo de dupla marcag¢do de p16/Ki-
67 (magnificagdo original = 400 vezes).

Apods visualizar as imunomarcagdes nas amostras caso e controle, a
caracterizacdo dos grupos quanto a expressdo destes marcadores, isolado ou
concomitantemente (Tabela 33) foi realizada. Observou-se que a positividade para p16
ocorreu de modo exclusivo nos tumores (12%), sendo estatisticamente diferente do
grupo controle (p<0,001). Em relagdo a imunomarcagdo isolada do marcador de
proliferagdo celular Ki-67, foram realizadas 2 analises com escores diferentes. Na
analise 1, a expressao de Ki-67 foi considerada positiva quando houve marcacdo em
mais de 1% do tecido avaliado e, de acordo com essa analise, observamos que ambos
os grupos apresentaram 100% de positividade para a expressdao de Ki-67, ndo
apresentando diferencga estatisticamente significativa.

A andlise 2 considerou como expressao positiva de Ki-67, aqueles tecidos com

mais de 25% de marcacdo e, como resultados, obtivemos que ha diferenca
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estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,001), sendo que para o grupo caso
ha maior frequéncia de positividade para a expressdo de Ki-67 (66,3%) em comparagdo
ao grupo controle (6,9%) (Tabela 36).

Em relacdo a analise da dupla marcacdo, p16/Ki-67 encontramos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos caso e controle (p=0,014), sendo que a
expressdo de pl6/Ki-67 foi maior nos tecidos do grupo caso (41,4%) em relagcdo ao

grupo controle (25,5%).

Tabela 33 - Caracterizacdo da expressao de p16 e Ki-67 nos grupos caso e controle

Grupo

Variavel / Categoria Caso* Controle**

n (%) n (%) i
p16
Negativo 88 88,0 101 100,0 <0,001
Positivo 12 12,0 0 0,0
Ki-67 (Analise 1)
Negativo 0 0,0 0 0,0 NA***
Positivo (+, ++, +++) 99 100,0 101 100,0
Ki-67 (Analise 2)
Negativo (0, +) 32 31,7 94 93,1 <0,001****
Positivo (++, +++) 67 66,3 7 6,9
p16/Ki-67
Negativo 58 58,6 75 75,0 0,014
Positivo 41 41,4 25 25,0

*Para o grupo caso foi considerado apenas tecido esofagico tumoral

**Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo positiva a amostra com
positividade em pelo menos uma das regides anatdminas

***NA = Ndo analisado pela falta de informagdo suficiente.

p<0,05

Teste ultilizado: Qui-quadrado ou ****Fisher

Como a expressdao de pl6, marcador indireto de infeccdo por HPV, foi
detectada somente nas amostras tumorais, a marcagdo nos tecidos tumoral e normal
adjacente foi avaliada separadamente (Tabela 34). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa, apesar de haver uma maior frequéncia de positividade
da expressdo de p16 em tecido tumoral (13,2%), quando comparado ao tecido normal
adjacente (3,9%). Em relacdo a expressdo de Ki-67, a andlise 1 mostrou que ndo ha
diferenca estatistica entre os tecidos esofdgicos tumoral e normal adjacente. Em

relacdo a andlise 2, podemos observar que houve diferenca significativamente
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estatistica entre os tecidos (p<0,001), pois a positividade de expressdo de Ki-67 foi
maior em tecido tumoral (68,8%), quando comparado ao tecido normal adjacente
(12,5%) (Tabela 34).

A expressdo da dupla marcacdo pl6/Ki-67 foi estatisticamente diferente
(p=0,014) entre os tecido analisados, sendo que ha maior expressao no tecido tumoral

(42,4%), comparado ao tecido normal adjacente (25,0%).

Tabela 34 - Expressdo de p16 e Ki-67 em tecidos tumoral e normal adjacente

Grupo

Variavel * / Categoria Tumor Normal adjacente

n (%) n (%) .
pl6
Negativo 66 86,8 63 82,9 0,092**
Positivo 10 13,2 3 3,9
Ki-67 (Analise 1)
Negativo 0 0,0 1 1,0 0,497*
Positivo (+, ++, +++) 99 100,0 97 99,0
Ki-67 (Analise 2)
Negativo (0, +) 30 31,2 83 86,5 <0,001%**
Positivo (++, +++) 66 68,8 13 12,5
p16/Ki-67
Negativo 53 57,6 69 75,0 0,014**
Positivo 39 42,4 23 25,0
p<0,05

Teste ultilizado: Qui-quadrado, *Fisher ou **McNemar

Ainda com intuito de caracterizar a expressao de p16, a marcacdo em tecidos
esofagicos normal adjacente e controle foi avaliada (Tabela 35). Observou-se que a
marcacao positiva para a proteina foi significativamente maior no tecido normal
adjacente (5,2%) comparado com o tecido controle que ndo apresentou amostra
positiva. Ainda comparando estes dois grupos, a expressao do marcador de
proliferacdo celular Ki-67 foi analisada considerando dois escores diferentes e,
diferenca significativamente estatistica entre os tecidos nao foi detectada para ambas
as andlises (Tabela 35). Porém, quando a intensidade de marcacdo de Ki-67 entre os
tecidos normal adjacente e controles foi avaliada (Tabela 36), observou-se que ha
maior intensidade de expressao de Ki-67 em tecido normal adjacente (12,0%, ++; 2,0%,

+++) quando comparado aos tecidos esofagicos proximal (++, 5,0%) e distal (++, 2,0%).
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Entre os tecidos do grupo controle, o perfil de expressdo de Ki-67 se manteve
semelhante nos tecidos esofagicos proximal e distal.
Em relagdo a expressio da dupla marcagdo pl6/Ki-67, diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos nao foi obtida.

Tabela 35 - Caracterizacdo da expressao de pl6 e Ki-67 entre tecidos esofagicos
normal adjacente e controle.

Grupo

Variavel / Categoria Normal adjacente Controle*

n (%) n (%) i
pl6
Negativo 73 94,8 101 100,0 0,033
Positivo 4 5,2 0 0,0
Ki-67 (Analise 1)
Negativo 1 1,0 0 0,0 0,492
Positivo (+, ++, +++) 97 99,0 101 100,0
Ki-67 (Analise 2)
Negativo (0, +) 94 93,1 84 85,7 0,091**
Positivo (++, +++) 7 6,9 14 14,3
p16/Ki-67
Negativo 69 73,4 75 75,0 0,800**
Positivo 25 26,6 25 25,0
p<0,05

Teste ultilizado: Fisher ou **Qui-quadrado
*Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo positiva a amostra com
positividade em pelo menos uma das regiGes anatéminas

Tabela 36 — Perfil de expressao de Ki-67 nos tecidos dos grupos caso e controle

Casos Controles
Varidvel / Categoria Tumor N'ormal Proximal Distal
Adjacente
n (%) n (%) n (%) n (%)
Negativo 0 0,0 1 1,0 3 3,0 0 0,0
+ 32 32,3 83 84,8 93 92,0 99 98,0
++ 28 28,3 12 12,2 5 5,0 2 2,0
+++ 39 39,4 2 2,0 0 0,0 0 0,0
Total 99 100 98 100 101 100 101 100

Negativo: nenhuma célula com marcagdo
+: 1-25% de marcagao

++: 26-75% de marcagdo

+++: mais de 75% de marcagao
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Apds analisar a expressdo de pl16 e Ki-67 nos tecidos de ambos os grupos, foi
realizada a caracterizacdo da populacdo de acordo com a expressdo destes
marcadores, independente do grupo e localizagao anatémica, em relagdo as varidveis
social e status de HPV. Como pode ser observado, a expressio de pl6é ndo

correlacionou com as varidveis analisadas (Tabela 37).

De acordo com o status de HPV, tanto para as analises que cosideraram os
resultados de HPV por testes independentes, como a analise que utilizou a frequéncia
geral de HPV de alto risco (Luminex e Tempo real), ndo houve relacdo estatisticamente

significativa entre expressao de p16 e o status de HPV na populacdo (Tabela 37).

Tabela 37 - Caracterizagdo da populagdo positiva para pl6 em relagao as varidveis
sociais e status de HPV

p16**

Variavel / Categoria Negativo Positivo p
n (%) n (%)

Sexo

Feminino 37 19,6 5 41,7 0,134

Masculino 152 80,4 7 58,3

Idade

<60 anos 96 50,8 6 50,0 0,957*

>60 anos 93 49,2 6 50,0

Alcool

Ndo 37 19,6 1 8,3 0,470

Sim 152 80,4 11 91,7

Tabaco

Nao 50 26,5 1 8,3 0,302

Sim 139 73,5 11 91,7

Tabaco + Alcool

Nunca bebeu nem fumou 22 11,6 0 0,0 0,532

Bebe e fuma 124 65,6 10 83,3

Bebe ou fuma 43 22,8 2 16,7

HPV alto risco (Luminex)

Negativo 136 77,7 10 83,3 1,000

Positivo 39 22,3 2 16,7

HPV16 (Tempo real)

Negativo 167 88,4 10 83,3 0,640

Positivo 22 11,6 2 16,7

continua
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p16**

Variavel / Categoria Negativo Positivo p
n (%) n (%)

continuacgao

HPV alto risco (Luminex + Tempo real)

Negativo 136 72,0 9 75,0 1,000

Positivo 53 28,0 2 25,0

p<0,05

Teste ultilizado: Fisher ou *Qui-quadrado

**Para o grupo caso foi considerado apenas tecido tumoral e, para o grupo controle foram considerados os tecidos
esofagicos proximal e distal, sendo positivo aquele individuo com expressdo da proteina em pelo menos uma das
regides anatdmicas (proximal e distal).

Posteriormente, foi feita a caracterizacdo das amostras tumorais em relacdo a
expressao de pl6 e varidveis sociais, clinicopatoldgicas e presenca de HPV (Tabela 38).
Como pode-se notar, a expressao de plé em tumores ndo foi significativamente

relacionada com as varidveis sociais e clinicopatoldgicas.

De acordo com o status de HPV, diferenga estatisticamente significativa
(p=0,037) para a varidvel que caracteriza o status de HPV-16 detectado por PCR em
tempo real foi encontrada; ha maior positividade de HPV-16 no grupo com expressao
positiva de p16 (16,7%), comparado ao grupo com expressdo negativa da proteina
(1,1%). Para as varidveis que consideraram o resultado de HPV de alto risco por
Luminex e Luminex + PCR em tempo real, observou-se que ndo ha relacdo
estatisticamente significativa entre expressdo de pl16 e o status de HPV na populacao

estudada (Tabela 38).

Tabela 38 - Caracterizacdo da expressdao de plé em tecido tumoral em relacdo as
variaveis sociais, clinicopatolégicas e status de HPV

Tumor

Variavel / Categoria p16 negativo p16 positivo p

n (%) n (%)
Sexo
Feminino 12 18,2 5 41,7 0,122
Masculino 72 82,8 7 58,3
Idade
<60 anos 46 52,3 6 50,0 0,882*
>60 anos 42 47,7 6 50,0
Alcool
Nao 9 10,2 1 8,3 1,000
Sim 79 89,8 11 91,7

continua




Tumor

Variavel / Categoria p16 negativo p16 positivo p
n (%) n (%)
continuacgao
Tabaco
Nao 18 20,5 1 8,3 0,454
Sim 70 79,5 11 91,7
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 3 3,4 0 0,0 0,814
Bebe e fuma 64 72,7 10 83,3
Bebe ou fuma 21 23,9 2 16,7
Grau de diferenciagao
Bem 12 14,3 1 8,3 1,000
Moderado 48 57,1 7 58,3
Pouco 24 28,6 4 33,3
Topografia
Tergo superior 3 3,4 0 0,0 0,149
Terco médio 46 52,3 10 83,3
Terco inferior 7 8,0 1 8,3
Mais de uma localizagdao 32 36,4 1 8,3
Estadiamento TNM
lell 20 24,1 3 27,3 1,000*
IelVv 63 75,9 8 72,7
T
T1/T2 8 10,3 2 20,0 0,317
T3/T4 70 89,7 8 80,0
N
NO 23 37,7 3 37,5 1,000
N positivo 38 62,3 5 62,5
M
MO 66 79,5 9 81,8 1,000
M1 17 20,5 2 18,2
HPV alto risco (Luminex)
Negativo 59 77,6 10 83,3 1,000
Positivo 12 22,4 2 16,7
HPV16 (Tempo real)
Negativo 87 98,9 10 83,3 0,037
Positivo 1 1,1 2 16,7
HPV alto risco (Luminex + Tempo real)
Negativo 70 79,5 9 75,0 0,712
Positivo 18 20,5 3 25,0
Ha valores ignorados
p<0,05

Testes ultilizados: Fisher ou *Qui-quadrado
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Quando a caracterizacdo da expressdo de p16 nas amostras de tecidos normal
adjacente e controles foi feita em relagdo as varidveis sociais e status de HPV (Tabela
39), ndo foi encontrada qualquer diferenca estatisticamente significativa, sendo que,
para o grupo controle, a ndo correlagdo se deu por falta de resultados para andlise

estatistica.

Tabela 39 - Caracterizacdo da expressdo de plé em tecidos normal adjacente e
controles em relacdo as variaveis sociais e status de HPV

Normal adjacente Controle**

Variavel / Categoria p16_ p16 p16_ p16

negativo positivo p negativo positivo p

n__ (%) n__ (%) n__ (%) n_ (%)
Sexo
Feminino 17 23,3 1 25,0 1,000 21 20,8 0 00 NA*
Masculino 56 76,7 3 75,0 80 79,2 0 0,0
Idade
<60 anos 42 57,5 1 25,0 0,316 50 49,5 0 00 NA*
>60 anos 31 42,5 3 75,0 51 50,5 0 00
Alcool
Nao 9 123 0 0,0 1,000 28 27,7 0 00 NA*
Sim 64 87,7 4 100,0 73 72,3 0 00
Tabaco
Nao 11 15,1 1 25,0 0,500 32 31,7 0 00 NA*
Sim 62 849 3 75,0 69 68,3 0 00
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 2 2,7 0 0,0 1,000 19 18,8 0 0,0 NA*
Bebe e fuma 55 75,3 3 75,0 60 59,4 0 0,0
Bebe ou fuma 16 21,9 1 25,0 22 21,8 0 00
HPV alto risco (Luminex)
Negativo 51 79,7 2 66,7 0,511 77 77,8 0 00 NA*
Positivo 13 20,3 1 33,3 22 22,2 0 00
HPV16 (Tempo real)
Negativo 70 95,9 4 100,0 1,000 80 79,2 0 00 NA*
Positivo 3 4,1 0 0,0 21 20,8 0 00
HPV alto risco (Luminex
+ Tempo real)
Negativo 58 79,5 3 75,0 1,000 66 65,3 0 00 NA*
Positivo 15 20,5 1 25,0 35 34,7 0 00

p<0,05

Teste ultilizado: Teste de Fisher

*NA = Ndo analisado pela falta de informacgao suficiente.

**Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo positiva a amostra com
positividade em pelo menos uma das regides anatdminas
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Abaixo mostramos o numero de amostras que apresentaram concordancia e
discordancia em relacdo a expressao de p16 e a presenca de HPV de alto risco. Como
pode ser visto, apenas 3 amostras (1,5%) apresentam dupla positividade para a
expressao de p16 e presenca de HPV de alto risco. Além disso, um grande nimero de
amostras (26,4%) HPV positivas, ndo expressam pl6 e, o contrario também pode ser
observado, ou seja, 4,5% das amostras com expressdo positiva de pl16, ndo possuem

DNA HPV de alto risco (Tabela 40).

Tabela 40 — Concordancia entre a expressao de pl16 e positividade para DNA HPV de
alto risco em amostras esofagicas

Amostras
Concordancia
n (%)
p16- HPV - 136 67,7
p16+ HPV + 3 1,5
p16+ HPV - 9 4,5
p16- HPV + 53 26,4

Buscando esclarecer se a proteina p16 possui papel significativo em relagdo ao
status de HPV de alto risco em amotras de tecido esofdgico, as caracteristicas de
individuos p16+/HPV+ foram comparadas com o restante da populagdo, em relagdo as
caracteristicas sociodemograficas e, como descrito, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa para as comparacoes realizadas (Tabela 41).



Tabela 41 — Caracterizacao dos individuos incluidos no estudo de acordo com a fung¢do combinada do status de p16 e HPV

60

pl6+ HPV+ p16- HPV- p16+ HPV- - pl16- HPV+ .
Variavel / Categoria p p

n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Feminino 0 0,0 27 19,9 1,000 5 55,6 0,205 10 18,9 1,000
Masculino 3 100,0 109 80,1 4 44,4 43 81,1
Idade
<60 anos 1 33,3 66 48,5 1,000 5 55,6 1,000 30 56,6 0,581
>60 anos 2 66,7 70 51,5 4 44,4 23 43,4
Alcool
Nao 0 0,0 29 21,3 1,000 1 11,1 1,000 8 15,1 1,000
Sim 3 100,0 107 78,7 8 88,9 45 84,9
Tabaco
Nao 0 0,0 32 23,5 1,000 1 11,1 1,000 18 34,0 0,544
Sim 3 100,0 104 76,5 8 88,9 35 66,0
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 0 0,0 15 11,0 0,697 0 0,0 1,000 7 13,2 0,712
Bebe e fuma 3 100,0 90 66,2 7 77,8 34 64,2
Bebe ou fuma 0 0,0 31 22,8 2 22,2 12 22,6

® Comparagdo p16+ HPV+ vs. p16- HPV-
bComparac;éo p16+ HPV+ vs. p16+ HPV-
“Comparacdo p16+ HPV+ vs. p16- HPV+
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A seguir, foi feita a caracterizacdo da populagdo segundo a expressao da dupla
marcacado pl16/Ki-67, independente do grupo e localizacdo anatomica, em rela¢do as
varidveis social e status de HPV. Como pode ser observado, a expressdo da dupla

marcacao p16/Ki-67 ndo correlacionou com as variaveis analisadas (Tabela 42).

De acordo com o status de HPV, tanto para as andlises que consideraram os
resultados de HPV por testes independentes, como a anadlise que utilizou a frequéncia
geral de HPV de alto risco (Luminex e Tempo real), ndo houve relagdo estatisticamente
significativa entre expressdo de p16/Ki-67 e o status de HPV nesta populacdo (Tabela
42).

Tabela 42 - Caracterizagdo da populacdo positiva para dupla marcagdo p16/Ki-67 em
relacdo as varidveis sociais e status de HPV

p16/Ki-67*

Variavel / Categoria Negativo Positivo

n___ (% n___ (%) i
Sexo
Feminino 28 21,1 14 21,2 0,979
Masculino 105 78,9 52 78,8
Idade
<60 anos 69 51,9 32 48,5 0,652
>60 anos 64 48,1 34 51,5
Alcool
Nao 25 18,8 12 18,2 0,916
Sim 108 81,2 54 81,8
Tabaco
Ndo 36 27,1 15 22,7 0,509
Sim 97 72,9 51 77,3
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 18 13,5 4 6,1 0,119
Bebe e fuma 90 67,7 43 65,2
Bebe ou fuma 25 18,8 19 28,8
HPV alto risco (Luminex)
Negativo 100 78,1 46 78,0 0,981
Positivo 28 21,9 13 22,0
HPV16 (Tempo real)
Negativo 120 90,2 55 83,3 0,160
Positivo 13 9,8 11 16,7

HPV alto risco (Luminex + Tempo real)
Negativo 97 72,9 46 69,7 0,633
Positivo 36 27,1 20 30,3
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p<0,05

Teste ultilizado: Qui-quadrado

*Para o grupo caso foi considerado apenas tecido tumoral e, para o grupo controle foram considerados os tecidos
esofagicos proximal e distal, sendo positivo aquele individuo com expressdo da proteina em pelo menos uma das
regides anatdmicas (proximal e distal).

Posteriormente, a caracterizacdo das amostras tumorais em relacdo a
expressdo de p16/Ki-67, varidveis sociais, clinicopatoldgicas e presenca de HPV foi
realizada (Tabela 43). Nota-se que a expressdo da dupla marcacdo em tumores nao foi

significativamente relacionada com as variaveis analisadas.

De acordo com o status de HPV, ndo foi possivel relacionar a expressao de

p16/Ki-67 em tecido tumoral com o status de HPV.

Tabela 43 - Caracterizacdo da expressdo da dupla marcagdo p16/Ki-67 em tecido
tumoral em relagdo as variaveis sociais, clinicopatoldgicas e status de HPV

Tumor
Variavel / Categoria p16/K|.-67 p16/.K‘|-67
negativo positivo p

N (%) n (%)
Sexo
Feminino 12 20,7 9 22,0 0,880
Masculino 46 79,3 32 78,0
Idade
<60 anos 31 53,4 21 51,2 0,827
>60 anos 27 46,6 20 48,8
Alcool
Nao 4 6,9 6 14,6 0,311*
Sim 54 93,1 35 85,4
Tabaco
Nado 13 22,4 6 14,6 0,333
Sim 45 77,6 35 85,4
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 3 5,2 0 0,0 0,241*
Bebe e fuma 44 75,9 29 70,7
Bebe ou fuma 11 19,0 12 29,3
Grau de diferenciagao
Bem 10 18,2 3 7,5 0,175
Moderado 32 58,2 22 55,0
Pouco 13 23,6 15 37,5

continua
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Tumor
Variavel / Categoria p16/K|.-67 p16/.K‘|-67
negativo positivo p

n (%) n (%)
continuagao
Topografia
Tergo superior 3 5,2 0 0,0 0,173*
Terco médio 28 48,3 28 68,3
Terco inferior 5 8,6 3 7,3
Mais de uma localizagao 22 37,9 10 24,4
Estadiamento TNM
lell 14 25,9 9 23,1 0,753
Ielv 40 74,1 30 76,9
T
T1/T2 5 9,8 5 13,9 0,735*
T3/T4 46 90,2 31 86,1
N
NO 16 40,0 9 32,1 0,508
N positivo 24 60,0 19 67,9
M
MO 42 77,8 32 82,1 0,614
M1 12 22,2 7 17,9
HPV alto risco (Luminex)
Negativo 42 77,8 27 79,4 0,856
Positivo 12 22,2 7 20,6
HPV16 (Tempo real)
Negativo 57 98,3 39 95,1 0,568*
Positivo 1 1,7 2 4,9
HPV alto risco (Luminex + Tempo real)
Negativo 45 77,6 33 80,5 0,728
Positivo 13 22,4 8 19,5

p<0,05
Testes ultilizados: Qui-quadrado ou *Fisher

Quando a caracterizagdo da expressdo da dupla marcagdo pl6/Ki-67 nas
amostras de tecidos normal adjacente foi feita em relagdo as varidveis sociais e status
de HPV (Tabela 44), ndo foi encontrada qualquer diferenga estatisticamente
significativa.

Em relacdo a expressdo de p16/Ki-67 em tecidos de controles, ndo ha diferenca

estatisticamente significativa com nenhuma das variaveis sociais analisadas.
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De acordo com o status de HPV, diferenca estatisticamente significativa
(p=0,033) foi encontrada para a variavel que caracteriza o status de HPV-16 detectado
por PCR em tempo real; ha maior positividade de HPV-16 no grupo com expressao
positiva de p16/Ki-67 (36,0%), comparado ao grupo com expressao negativa da dupla
marcacao (16,0%). Para as variaveis que consideraram o resultado de HPV de alto risco
por Luminex e Luminex + PCR em tempo real, ndo ha relacdo estatisticamente
significativa entre expressdo de p16/Ki-67 e o status de HPV na populagdo estudada

(Tabela 44).

Tabela 44 - Caracterizacdo da expressdo da dupla marcacdo pl16/Ki-67 em tecidos
normal adjacente controles em relacdo as varidveis sociais e status de HPV

Normal adjacente Controle*

Variavel / Categoria plG/K'.-67 p16/.K.|-67 plG/K'.-W p16/.K.|-67

negatlvo pOSItIVO p negatlvo pOSItIVO P

n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Feminino 15 21,7 6 24,0 0,816 16 21,3 5 20,0 0,887
Masculino 54 78,3 19 76,0 59 78,7 20 80,0
Idade
<60 anos 35 50,7 15 60,0 0,426 38 50,7 11 44,0 0,564
>60 anos 34 49,3 10 40,0 37 49,6 14 56,0
Alcool
Nao 8 11,6 2 8,0 1,000* 21 28,0 6 24,0 0,696
Sim 61 88,4 23 91,0 54 72,0 19 76,0
Tabaco
Nao 11 15,9 6 24,0 0,377* 23 30,7 9 36,0 0,621
Sim 58 84,1 19 76,0 52 69,3 16 64,0
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem 3 4,3 0 0,0 0,389* 15 20,0 4 16,0 0,599
fumou
Bebe e fuma 53 76,8 17 68,0 46 61,3 14 56,0
Bebe ou fuma 13 18,8 8 32,0 14 18,7 7 28,0
HPV alto risco
(Luminex)
Negativo 49 80,3 17 81,0 1,000* 58 78,4 19 76,0 0,805
Positivo 12 19,7 4 19,0 16 21,6 6 24,0
HPV16 (Tempo real)
Negativo 68 98,6 24 96,0 0,463* 63 84,0 16 64,0 0,033
Positivo 1 14 1 4,0 12 16,0 9 36,0

continua
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Normal adjacente Controle*

Variavel / Categoria plG/Ki.-67 p16/.K.i-67 p16/Ki'-67 p16/.K.i-67

negatlvo pOSItIVO p negatlvo pOSItIVO P

n__ (%) n__ (%) n_ (%) n__ (%)
continuagao
HPV alto risco (Luminex
+ Tempo real)
Negativo 56 81,2 20 80,0 1,000* 52 69,3 13 52,0 0,116
Positivo 13 18,8 5 20,0 23 30,7 12 48,0

p<0,05

Teste ultilizado: Qui-quadrado ou *Fisher

*Para o grupo controle foram considerados os tecidos esofagicos proximal e distal, sendo positiva a amostra com
positividade em pelo menos uma das regiGes anatéminas

Buscamos esclarecer se a expressdo da dupla marcacdo p16/Ki-67 possui papel
significativo em relacdo ao status de HPV de alto risco em amotras de tecido esofagico.
Para isso comparamos as caracteristicas de individuos p16/Ki-67+ / HPV+ com o
restante da populacdo, em relagcdo as caracteristicas sociodemograficas e, como
observado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para as comparacgées

realizadas (Tabela 45).
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Tabela 45 — Caracterizacdo dos individuos incluidos no estudo de acordo com a fung¢do combinada do status de p16/Ki-67 e HPV

p16/Ki-67+ HPV+ p16/Ki-67- HPV- . p16/Ki-67+ HPV- ) p16/Ki-67- HPV+ .
Variavel / Categoria P p p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Feminino 3 15,5 21 21,6 0,761* 11 23,9 0,524* 7 19,4 1,000*
Masculino 17 85,0 76 78,4 35 76,1 29 80,6
Idade
<60 anos 8 40,0 46 47,4 0,544 24 52,2 0,363 23 63,9 0,085
>60 anos 12 60,0 51 52,6 22 47,8 13 36,1
Alcool
Nao 1 5,0 18 18,6 0,190* 11 23,9 0,088* 7 19,4 0,236*
Sim 19 95,0 79 81,4 35 76,1 29 80,6
Tabaco
N3do 7 35,0 25 25,8 0,399 8 17,4 0,199* 11 30,6 0,733
Sim 13 65,0 72 74,2 38 82,6 25 69,4
Tabaco + Alcool
Nunca bebeu nem fumou 1 5,0 12 12,4 0,473* 3 6,5 1,000* 6 16,7 0,314*
Bebe e fuma 13 65,0 66 68,0 30 65,2 24 66,7
Bebe ou fuma 6 30,0 19 19,6 13 28,4 6 16,7

® Comparag3o p16+ HPV+ vs. p16- HPV-
bCompara(;éo p16+ HPV+ vs. p16+ HPV-
“Comparacdo p16+ HPV+ vs. p16- HPV+
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Ainda em relagdo ao status de HPV e os marcadores pl16, Ki-67 e p53, foi
prosposto descrever a frequéncia de amostras com simultdnea expressao das
proteinas e positividade para HPV, considerando tanto a frequéncia geral (unindo as
metodologias) como separadamente, para cada metodologia realizada e cada tipo de
HPV detectado.

Observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a
expressao das proteinas e o status de HPV. De maneira geral (considerando frequéncia
de HPV pelas metodologias Luminex e PCR tempo real), 15 amostras (22,4%) foram
p53+/HPV+, 3 amostras (25%) p16+/HPV+ e, 20 amostras (30,3%) p16/Ki-67+ / HPV+.

Considerando a positividade de HPV por metodologias independentes, a
frequéncia de amostras p53+/HPV+ (20% por Luminex e, 4,5% para PCR tempo real)
manteve-se baixa assim como para pl6+/HPV+ (16,7% por Luminex e, 16,7% PCR
tempo real) e para p16/Ki-67+ / HPV+ (22,0% por Luminex e, 16,7% PCR tempo real).

Ao discriminar a frequéncia de amostras p53+/HPV+ para cada tipo de HPV
detectado, observou-se predominio de amostras p53+/HPV56+ (16,7%) em relagdo aos
demais tipos de HPV detectados. Em relacdo ao pl6, predominio de amostras
p16+/HPV65+ e HPV16+ (ambos com frequéncia de 9,1%) foi observado e, em relagdo
ao pl16/Ki-67, predominio de amostras p16/Ki-67+ / HPV16 (detectado por PCR tempo
real) (16,7%) e p16/Ki-67+ / HPV56+ (10,5%) foi constatado.

Além disso, observou-se que, de maneira geral, 23,9% de amotras sao
HPV+/p53-, 28% de amostras sdo HPV+/p16- e, 27,1% de amostras sdo HPV+/p16/Ki-
67-.

Estes resultados estdo detalhadamente descritos na tabela 46.



Tabela 46 — Descri¢do da concordancia entre a expressdo dos marcadores p53, p16, p16/Ki-67 e status de HPV
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p53 pl6 p16/Ki-67
HPV Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
P P p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
HPV Geral  Sim 22 (23,9) 15 (22,4) 0,822* 53 (28,0) 3(25,0) 1,000 36 (27,1) 20 (30,3) 0,633
temne ™ Nio 70 (76,1) 52 (77,6) 136 (72,0) 9 (75,0) 97 (72,9) 46 (69,7)
HPV Alto  Sim
risco 16 (81,6) 12 (20,0) 0,807* 39 (22,3) 2 (16,7) 1,000 28 (21,9) 13 (22,0) 0,981
(Luminex)
N3o 71(81,6) 48 (80,0) 136 (77,7) 10 (83,3) 100 (78,1) 46 (78,0)
HPV16  Sim 11 (12,00 3(,4,5) 22 (11,6) 2(16,7) 13 (9,8) 11 (16,7) 0,160
(Tempo real) 0,100* 0,640
N3o 81 (88,0) 64 (95,5) 167 (88,4) 10 (83,3) 120 (90,9) 55 (83,3)
HPV51  Sim 0(0,0) 1(1,7) 1(1,3) 0(0,0) 1(1,9) 0(0,0) 1,000*
(Luminex) 1,000 1,000
Nio  26(100,0) 58 (98,3) 75 (98,7) 12 (100,0) 53(98,1) 34 (100,0)
HPV31  Sim 5(6,1) 0(0,0) 0,320 11 (7,5) 0(0,0) 1,000 7 (6,5) 4(9,1) 0,731*
(Luminex) Nao 77 (93,9) 32 (100,0) 136 (92,5) 5(100,0) 101 (93,5) 40 (90,9)
HPV 66.1  Sim 0(0,0) 1(3,2) 1,000 1(2,1) 0(0,0) 1,000 1(2,9) 0(0,0) 1,000*
(mine)  N3o 21 (100,0) 30 (96,8) 47 (97,9) 5 (100,0) 33(97,1) 19 (100,0)
HPV53  Sim 0(0,0) 1(3,1) 0,320 2(1,6) 0(0,0) 1,000 1(1,1) 1(2,6) 0,512*
(Luminex)  N3o 68 (100) 31 (96,9) 123 (98,4) 5 (100,0) 90 (98,9) 38(97,4)
HPV56  Sim 7(8,4) 9 (16,7) 0,142* 21(12,7) 1(9,1) 1,000 16 (13,4) 6 (10,5) 0,584
(Luminex) N30 76 (91,6) 45 (83,3) 144 (87,3) 10 (90,9) 103 (86,6) 51 (89,5)
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p53 pl6 p16/Ki-67
HPV Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
P P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) P
continuagao
HPV 18 Sim 1(1,4) 0(0,0) 1,000 2(1,4) 0(0,0) 1,000 2(1,9) 0(0,0) 1,000*
(Luminex) Nao 72 (98,6) 54 (100,0) 146 (98,6) 11 (100,0) 105 (98,1) 52 (100,0)
HPV 16 Sim 4(4,8) 0(0,0) 0,153 7 (4,2) 1(9,1) 0,410 5(4,2) 3(5,3) 0,715*
(Luminex) Nao 79 (95,2) 54 (100,0) 158 (95,8) 10 (90,9) 114 (95,8) 54 (94,7)
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5 DISCUSSAO

A participacdo do HPV na carcinogénese esofdgica ainda é assunto controverso
descrito com importantes divergéncias de resultados que, em grande parte, pode ser
atribuido as diferentes metodologias utilizadas para deteccdo do virus e as muitas
formas de coleta e preservacdo das amostras®. Nesse sentido, esse estudo, até onde
sabemos, é o primeiro a ter um desenho prospectivo e controlado no Brasil, o que
confere importante confiabilidade aos resultados. O objetivo deste projeto foi obter
dados brasileiros que ajudassem a esclarecer a frequéncia de HPV no CEC de es6fago e
as vias moleculares envolvidas neste processo; além de buscar evidéncias que
pudessem auxiliar na avaliacdo progndstica de pacientes com essa neoplasia maligna.

Para isso, inicialmente, buscou-se determinar a frequéncia de HPV-16 na
populagdo atendida no HCB e AME clinico de Barretos, utilizando-se a metodologia de
PCR em tempo real com primer especifico para HPV-16, que é o tipo de HPV mais
frequentemente detectado nas diferentes regides do mundo e em diferentes sitios
anatémicos®” %2,

Surpreendentemente, os resultados obtidos foram contraditdérios aqueles

41, 64-66 A populacdo com CE apresentou

encontrados pelos outros estudos brasileiros
uma frequéncia de 3,0% de HPV-16, enquanto a populacdo saudavel obteve uma
frequéncia significantemente maior, 20,8% de HPV-16.

Analisando os estudos anteriormente realizados com a populacao brasilera, o
primeiro deles que objetivou identificar a frequéncia de HPV na popula¢do do sul do
pais, encontrou uma frequéncia de 2,5% de HPV de baixo risco nas amostras de
individuos com CE e, 10,0% de HPV de alto risco nas amostras do grupo controle (sem
CE) através de ensaios por captura hibrida®. Ainda na mesma regido do pais, porém
utilizando metodologia diferente (Nested PCR), a frequéncia de HPV-16 e 18 nos
tecidos de CE foi de 15,75% enquanto em tecido normal, DNA HPV ndo foi detectado®.
Mais recentemente, com objetivo de detectar a frequéncia de HPV na populagdo das
regidoes sul e sudeste do pais através de PCR seguido por sequenciamento e

hibridizagdo in situ, frequéncia de 13,0% de HPV foi encontrada, sendo que o principal

tipo detectado foi o HPV-16*. Finalmente, em 2013, o ultimo estudo brasileiro
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publicado, utilizando metodologia de Nested PCR, ndo detectou DNA HPV em
nenhuma das amostras de individuos com e sem CE da regido sul do pais®®.

Como descrito, ha grande divergéncia de resultados entre os estudos
brasileiros. No entanto, é notavel que, de maneira geral, maior frequéncia de HPV foi
encontrada no grupo de individos com CE e o principal tipo detectado foi o HPV-16.
Vale ressaltar que o atual estudo encontrou frequéncia significantemente maior de
HPV-16 na populagdao sem CE, diferentemente do que havia sido descrito pelos demais
estudos brasileiros.

Para esclarecer a divergéncia de resultados em relagdo aos estudos
anteriormente publicados sobre a frequéncia HPV na populacdo estudada mais realista
em relacdo aos dados de diversas publicacdes, optou-se pela técnica Luminex, que
permite a deteccao de 18 tipos de HPV de alto risco, baseada em um PCR multilex.

Os ensaios de Luminex foram realizados a partir das mesmas amostras
analisadas anteriormente por PCR em tempo real e, os resultados foram muito
estimulantes, isto que lanca novas perspectivas no potencial papel do HPV no epitélio
esofdgico. Para ambas situagdes, casos e controles, a frequéncia de HPV foi similar e,
para os padrdGes brasileiros, alta. Obtivemos que a frequéncia de HPV de alto risco no
grupo de individuos com CE foi de 21,3% e para os individuos sem cancer, a frequéncia
foi de 22,2%, diferentemente ndo apenas do resultado obtido anteriormente por PCR
em tempo real para HPV-16, bem como dos demais trabalhos publicados com séries
nacionais. Isso ratifica de forma inequivoca que as frequéncias de HPV em tecido
esofdagico neopldsico e normal sdo tdo varidveis ndo apenas por eventuais diferencas
regionais, mas também, e muito importantemente, por diferengas metodoldgicas.

Em relagdo aos tipos de HPV de alto risco detectados por Luminex, observou-se
que a ordem decrescente de frequéncia de HPV foi HPV-56 (12,5%), HPV-31 (7,2%),
HPV-16 (4,5%), HPV-66.1 (1,9%), HPV-53 (1,5%), HPV-18 (1,3%) e HPV-51 (1,1%),
justificando a baixa frequéncia de HPV-16 detectada inicialmente por PCR em tempo
real nas amostras de individuos com CE. Esses resultados sdo inéditos em relacdo a
tipagem de HPV de alto risco na populagao brasileira e a baixa frequéncia do HPV-16
identificado pelo Luminex justifica a baixa ou ausente frequéncia de HPV relatada

64, 66

anteriormente como consequéncia da analise de HPV 16, 18 ou 31. Por outro lado,

esses tipos virais detectados no presente estudo também sdo pouco reconhecidos pela
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literatura mundial que tem se dedicado a pesquisar a presenca dos HPVs dos tipos 16 e
18. Quando os principais tipos de HPV detectados em CEC esofagico nas diferentes
regides do mundo sdo comparados, os tipos HPV-16 (11,4%), 18 (2,9%), 52 (1,1%), 33
(0,8%) e 31 (0,6%) sio os mais prevalentes®’. Tracando-se um paralelo com lesdes
cervicais, a frequéncia de HPV em mulheres saudaveis de diferentes regides do mundo
evidenciou que o HPV-56 baixa e pouco frequente, mas relatado na Asia (0,8%). Na
Ameérica do Sul, os tipos de HPV mais frequentemente detectados em colo uterino sao
HPV-16, 58, 18, 45 e 31, sendo que, apenas os tipos HPV-16, 18 e 31 sao citados como
frequentes em cancer cervical e esofdgico. A partir dessas informacdes, acredita-se
gue os principais tipos de HPV que infectam a mucosa esofagica na populagdo
brasileira, sao diferentes daqueles que infectam a mucosa do colo uterino e esb6fago
nas demais regides do mundo®.

Assim, a hipdtese de que a divergéncia de resultados sobre a frequéncia de HPV
em esofago nas diferentes regides do mundo seja consequéncia da origem das
amostras e das diferentes metodologias utilizadas para deteccdo do virus, ganha uma
nova abordagem, pois a real causa dessa divergéncia de resultados possa ser os
diferentes tipos de HPV que infectam a mucosa esofagica nas diferentes populagGes
estudadas.

Analisando estatisticamente os resultados de frequéncia de HPV-16 pelas duas
técnicas, foi demonstrado que a concordancia entre o PCR em tempo real e o Luminex
(Kappa = 0,461) foi moderada e que a escolha de apenas uma das técnicas nado seria
suficiente para definir a real frequéncia de HPV de alto risco na populacdo brasileira, ja
qgue o HPV-16, neste caso, ndo foi o tipo mais frequentemente detectado nesta
populacdo.

Apesar de haver concordancia em alguns resultados, observamos que 14
amostras (2 de tecido tumoral e 12 de controles) que foram positivas para HPV-16 por
PCR em tempo real e negativas para Luminex. Entretanto, ndo ha amostras positiva
para Luminex e negativa para PCR em tempo real.

Na tentativa de explicar a diferengca de detecgdo de HPV-16 por ambas as
técnicas, observamos que a sequéncia de primers e sondas utilizados nas duas técnicas
sdo diferentes. Para o PCR em tempo real, a sonda complementar ao DNA do HPV-16

apresenta a sequéncia 5'- 6FAM-CAAGCAGAACCGGACAG-MGBNFQ-3’, enquanto a
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sonda complementar ao DNA HPV-16 por Luminex é a seguinte:
5'TACCTACGACATGGGGAG-3'®°, havendo possibilidade de divergéncia entre os
resultados.

O classico estudo de Walboomers et al (1999) mostrou que uma alta
porcentagem de casos de infeccdo por HPV em colo uterino poderia ser subestimada
devido a inadequacdo de amostras ou a eventos de integracao afetando o gene L1
HPV, que é um alvo muito frequente dos testes baseados em PCR. Os autores
reanalizaram casos que incialmente foram considerados HPV negativos com PCR
especifico para a regido E7 de 14 tipos de HPV de alto risco e detectaram DNA HPV em
69,0% das amostras incialmente negativa587. Segundo os autores, ha duas causas
principais para os resultados falso-negativos: a desregulagao de sequéncias alvo de
PCR devido a integracdo viral, e inadequacdo das amostras®’. No presente estudo, as
duas técnicas utilizadas para detecgcdo de HPV de alto risco sdo baseadasem E6 e E7, e
como podemos observar, a utilizacdo de sequéncias diferentes para as duas técnica
resultou na divergéncia de resultados encontrados; portanto, um resultado positivo
ndo pode ser anulado por outro.

A reprodutibilidade da técnica Linear Array para genotipagem de HPV foi
testada e evidenciou que somente 67,2% das amostras apresentaram os mesmos
resultados. Tal resultado foi justificado pela classificacdo de intensidade de sinal da
hibridizagdo, pois as principais mudangas de resultados (de positivo para negativo e,
vice versa) entre o primeiro e segundo teste ocorreram quando a intensidade do sinal
foi classificado como fraco; sendo que, nesses casos, a concordancia foi menor do que
50%°.

De acordo com o exposto acima, as técnicas utilizadas nesse estudo para
identificagao de HPV ndo puderam ser plenamente reprodutiveis e, por isso, optou-se
por unir os resultados gerados pelas duas técnicas para estabelecer uma frequéncia
geral de HPV de alto risco na populacdo atendida no HCB e AME Clinico de Barretos.

Dessa forma, a frequéncia geral de DNA HPV de alto risco detectada nos
individuos do grupo com cancer (20,8%) do nosso estudo assemelha-se com os dados
de revisdo sistematica e meta-andlise realizada em 2014 que constataram a
prevaléncia de 22,2% de HPV?’ em CEC de es6fago. Além disso, essa frequéncia se

enguadra aos valores detectados por outra revisdo recente, sendo que, segundo os
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autores, a taxa de infeccdo de HPV em CEC de eso6fago no mundo varia de 11,7 a
38,9%".
Quando a frequéncia de HPV de alto risco obtida em nosso estudo é comparada

com aquela demonstrada por estudos brasileiros*! 54

, observa-se que a frequéncia
de HPV obtida é maior o que pode ser decorrente da metodologia utilizada (Luminex)
gue nos permitiu a deteccdo de mais tipos de HPV com maior sensibilidade do que as
metodologias utilizadas nos demais estudos (captura hibrida, PCR convencional
ulizando primer genérico GP5+/GP6+ e, nested PCR seguido por sequenciamento).
Além disso, deve-se ressaltar que a origem das populacdes avaliadas nos estudos é
divergente da nossa, a qual é muito heterogénea, de acordo com estudo prévio de
nosso grupo (Costa AM, dissertacdo). Quando a frequéncia geral de HPV de alto risco
foi avaliada em individuos sauddveis, foi obtido 34,7% de HPV, semelhante aquelas
relatadas por revisdo sistematica e meta-analise, variando de 6 a 57%"".

Outro tecido analisado em nosso estudo foi o normal adjacente ao tumor que
apresentou frequéncia geral de 4,7% de DNA HPV de alto risco dentro da faixa
encontrada por revisdo sistematica e meta-analise, de 0 a 66%>’.

Segundo recente revisdo da literatura, os dados de estudos compilados indicam
gue o HPV ndo possui papel etiolédgico significante na grande maioria dos casos de CEC
de esdfago®, e esta conclusdo se aplica aos resultados demonstrados pelo presente
estudo, ja que tivemos uma frequéncia significantemente maior de DNA HPV de alto
risco no grupo de pacientes sem CE, quando comparado ao grupo com CE.

Além de detectar a incidéncia de HPV de alto risco em es6fago de individuos
com e sem cancer, avaliamos também a expressdo de proteinas envolvidas com a
tumorigénese, pois sabe-se que a expressdo alterada (reduzida ou aumentada) de
algumas proteinas como p53 e pl6 esta diretamente relacionada com a progressao
tumoral em diversos tipos de canceres.

A proteina supressora tumoral, p53, esta envolvida no controle do ciclo celular
e tem como funcdo proteger as células expostas a danos no DNA, tais como fumaca de
cigarr095. Além disso, estudos recentes tém demonstrado que mutacdes no gene TP53
podem levar ao aumento da expressdo nuclear da proteina p53 e isto estaria
relacionado com pior progndstico em tumores gastricos, de pulmao e outros tipos de

canceres’’. No entanto, essa relacdo ainda n3o estd bem definida para tumor de
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es6fago e sugere que o pequeno numero de amostras testadas, as diferentes
populacdes estudadas, os parametros prognosticos avaliados e até técnicas
laboratoriais e anticorpos utilizados, sejam os motivos da falta de consenso neste
assunto’”.

Com a perpectiva de ajudar na elucidacdo do papel de p53 na tumorigénese
esofdgica, foi encontrado em nosso estudo que a expressao da proteina p53 aumenta
progressivamente com a gravidade da lesdo esofagica, pois tecidos de individuos
controles apresentaram marcacdo positiva para p53 em apenas 1,6% das amostras,
enguanto para tecido normal adjacente ao tumor, 18,8% de amostras foram positivas;
e, em tecido tumoral, a expressdo foi de 68,8% nas amostras analisadas. Esses
resultados corroboram resultado prévio de marcacdo para p53 e aumento progressivo
nas situacGes de megaesofago chagdsico (26,1%), esofagite cronica (52,2%) e CEC de
es6fago (100%)°. Além disso, foi demonstrado que a positividade para p53 em tecidos
normais adjacentes ao tumor pode ser considerada um fator de risco para a
recorréncia tumoral e auxilia na avaliacdo de recorréncia tumoral em pacientes que
tiveram o tumor primario ressecado’".

A analise da expressao da proteina p53 e o status de HPV de alto risco mostrou
que nado ha relagdo estatisticamente significativa entre eles. Resultado semelhante de
frequéncia mais alta de p53 na populacdo sem HPV de alto risco (16 e 18) foi
encontrado por outros estudos®’. Um estudo brasileiro também n3o encontrou relacdo
entre mutagao no gene TP53 e o status de HPV, mostrando 33% de frequéncia de
mutacdao em TP53 em amostras negativas para HPV e 28% de mutacdao em amostras
positivas para HPV*.

A relacdo inversa entre expressdo de p53 e infeccdo por HPV também foi
observada, sendo que identificou-se 23,9% de amostras HPV positivas com expressao
negativa de p53; esse resultado corrobora aqueles encontrados por Katiyar et al.
(2005)%” e Furihata et al. (1993)%. Além disso, a presenca de mutacio de p53 em CE
HPV positivos ou negativos sugere que a infeccdo por HPV e as mutacdes em p53 ndo
sdo mutuamente exclusivas e que o papel principal na oncogénese talvez seja
desempenhado por outros fatores do que pela interacdo entre HPV e proteina p53 em

CE, como por exemplo carcinégenos ambientais®’.
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A partir da conclusdo de que a expressdao de p53 ndo esta relacionada a
infeccdo por HPV em es6fago, avaliamos a participacdo dessa proteina no CE,
independentemente do HPV.

Em relagdo aos habitos de vida dos individuos e a expressdo de p53, o presente
estudo demonstrou que os individuos que fazem consumo de alcool e, alcool e tabaco
concomitantes, apresentam maior frequéncia de expressdo positiva de p53,
comparado aos individuos que ndo possuem habito de fumar e beber. Sabe-se que a
exposi¢cdo continua a componentes carcinogénicos do tabaco causam mutagdes em
alguns genes importantes do ciclo celular, como o p53, levando a superexpressao e
acumulo anormal dessa proteina. Essas mutacdes resultam na formacdo de uma
proteina disfuncional que é sequestrada e acumula-se na célula, permitindo o
desenvolvimento do cancer’. No entanto, hd poucos estudos detalhados que
esclarece a relacdo entre eles”. Corroborando com os nossos achados, estudo em
populagdao masculina de japoneses também encontrou niveis altos de acimulo de p53
em carcinoma in situ de es6fago e mucosa de CEC esofagico invasivo de individuos que
faziam consumo de &lcool*®. Também, Kato et dl. (2001)99, Mizobuchi et al. (2000)101,
Taghavi et al. (2010)*, Szyman’ska et al. (2010)*%, obtiveram resultados semelhantes.
Além disso, estudos demonstraram que o consumo concomitante de alcool e tabaco
estdo correlacionados com o aumento de expressdo da proteina p5399' 103,

Entretanto, esses resultados sdo contrarios aos encontrados por Murata et al.
(2013)"* e Rossini et al. (2010)'%, gue ndo encontraram relacdo entre a
superexpressao da proteina p53 ou mutagdo em TP53 e consumo de alcool e tabaco.

Ainda, de modo semelhante aos nossos achados, alguns autores’* n3o
encontraram correlagdo com sexo, idade, estagio TNM e, grau histoldgico, concluindo
que a expressdao de p53 ndo estaria relacionada com sobrevida global ou livre de
doenca, ndo tendo impacto no progndstico do cancer de esdfago’’. No entanto,
outros’® descreveram gue a expressdao aumentada de p53 possui correlagdo com o
grau patoldgico e o estagio N.

A outra proteina avaliada no presente estudo, p16, é comumente utilizada para

mensurar a atividade oncogénica do HPV. A proteina E7 do HPV de alto risco inibe a

pRb, liberando o fator de transcricdo E2F, que promove a progressao do ciclo celular e
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expressao de pl6. Sendo assim, a marcacao IHC dessa proteina é assumida por alguns
como um marcador de atividade oncogénica de HPV em céncer cervical e displasia®.
Observamos que ha maior expressdao da proteina em tecido tumoral (13,2%),
guando comparado aos tecidos normal adjacente (3,9%) e controles (0,0%). Em cancer
cervical foi demonstrado que a expressdao de p16 aumenta gradativamente com o grau

~ 105, 106
da lesdo

e, uma meta analise estimou que ha expressdo de p16 em cerca de 2%
dos tecidos normais, 38% de CIN1, 65% de CIN2 e, 82% de CIN3'”".

Baseado na hipotese de que a marcag¢do imunohistoquimica para pl6 é
utilizada como técnica de deteccdo (indireta) de HPV em tumores de cabeca e pescoco,
independente ou associado a outras técnicas de deteccdo de HPV, como por exemplo
PCR, buscamos avaliar o papel dessa proteina em amostras esofagicas relacionadas ou
nado a infeccao por HPV. Esse método de detecgdo de HPV baseado em IHC seria de
grande relevancia, ja que se trata de um teste de facil execu¢do e com a possibilidade
de se relacionar alteracao morfolégica e expressao protéica, concomitantemente 108,

N3o foi observada relacdo estatisticamente significativa entre a expressdo da
proteina pl16 e o status de HPV nas amostras esofagicas de pacientes com e sem CE,
tendo sido detectadas 3 amostras (1,5%) com resultados concordantes p16+/HPV+.
Esse resultado corrobora recente revisdo sistematica, onde é mostrado que,
diferentemente dos resultados para cancer cervical e orofaringe, em CE ha pouca ou
nenhuma concordancia entre a superexpressdo de pl6 e a positividade de HPV. Ao
reunir estudos em CE, os autores concluiram que a taxa de dupla positividade
(HPV+/p16+) fica abaixo de 5% dos casos®. Apesar de alguns estudos em cabeca e
pescoco mostrarem forte relacdo entre a expressao de pl16 e presenca de DNA HPV, foi
demonstrado que os testes para deteccdo de DNA HPV e IHC para pl6 ndo sao
aceitavelmente concordantes, e que o uso de apenas um desses testes é inadequado
para confirmar a origem viral em CEC de orofaringe®.

Foi observado que 9 amostras esofagicas (4,5%) foram p16+/HPV- , resultado
esse semelhante ao obtido por Fonmarty et a/ (2015), que analisaram a expressdo de
plé e o status de HPV em tumores de orofaringe. Os autores identificaram 11
amostras discordantes (p16+/HPV PCR-) e, segundo eles, a superexpressdo de pl6
detectada por IHC reflete uma funcdo alterada de pRb induzida pela oncoproteina viral

E7; e, esta fungdo alterada pode ser secunddria a mutagdao do gene Rb
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1% Uma outra hipStese para

independentemente da infeccdo persistente por HPV
explicar esses resultados, pode ser atribuida a falha do PCR em detectar o DNA viral,
que pode ser explicado pelo ndo reconhecimento da sequéncia L1 do genoma viral

108 " kawakami et al (2003) obtiveram

pelos primers complementares usados no PCR
11% de amostras p16+/HPV- e sugeriram que esse resultado reflete uma desregulacdo
na via de sinalizacdo de Rb ndo relacionado ao HPV, como foi observado, por exemplo,
em linfomas e cancer de pulmao de pequenas células'®

Thomas e Primeaux (2005) também detectaram cerca de 20,0% de amostras de
CEC de cabega e pescoco pl6+/HPV-, e sugeriram que existe ou um mecanismo
alternativo de superexpressdo de pl6, ou uma inativacdo mutacional do gene do
retinoblastoma relacionado ao HPV, ou ainda tipos de HPV ndo detectdveis pelos
testes disponiveis*™.

Ainda em cabeca e pescoco, Robinson et al (2010)*** e Schache et al (2011)**?
obtiveram 5% e 8% de amostras p16+/HPV-, respectivamente. E, em recente revisdo
sistematica da literatura observou-se que 10-20% dos casos de cabeca e pescoco pl6-
positivos sao HPV negativossl.

A relacdo inversa pl16-/HPV+ também é questionada por alguns autores que
buscam desvendar se ha possibilidade do HPV desempenhar seu papel carcinogénico
em esOfago, sem a inducdo de superexpressao de p16. Dentre as hipdteses sugeridas,
uma delas é a de que a carcinogénese esofagica pode envolver uma alta taxa de
promotores de metilacdo de p16, inibindo, assim, a sua expressao na infeccdo por HPV
oncogénico®’. Demonstrou-se que ha perda da expressio de pl6 secundaria ao
promotor de metilacdo em 72% dos casos de CEC de eséfagom, assim como foi
demonstrado para outros tipos tumorais***.

O corrente estudo também encontrou resultados semelhantes, onde 53
amostras (26,4%) foram p16-/HPV+. Kawakami et al (2013) relataram que 20% de
tumores esofagicos de sua populagdo era p16-/HPV+, e que a maioria desses tumores
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manifestaram metilacdo do gene promotor de pl6~ . Resultados semelhantes em

carcinomas de cabeca e pescoco também demonstraram casos p16-/HPV+, embora em
menores frequéncias % 11> 1€,
Baseado no fato de que pode haver deteccdo IHC de p16 em tecidos normais,

alguns estudos tém proposto avaliar a detecgdao IHC simultanea desse biomarcador de
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infeccdo por HPV, juntamente com o marcador de proliferagcdo celular Ki-67, sendo
gue a dupla expressdo p16/Ki-67 pela mesma célula poderia ser mutuamente exclusiva
e designar especificamente células desreguladas que estdo caminhando para a
transformacdo maligna. Sendo assim, a detec¢do IHC simultdnea de p16/Ki-67 foi
estabelecida em programas de prevencdo de cancer cervical e, € mundialmente
utilizado na rotina em ginecologia. Além disso, estudos em cabeca e pescoco, tém
corroborado também que dupla marcagdo p16/Ki-67 combinada a deteccdo de HPV,
por PCR por exemplo, pode ser altamente eficiente em amostras citoldgicas’’.
Entretanto, para amostras de material parafinado, ndo ha estudos que
demonstrem a mesma eficiéncia de deteccdo da dupla marcacdo p16/Ki-67 e, além
disso, para CE ndao ha estudos que demonstrem essa relagdo da dupla marcagao
pl16/Ki-67 e a presenga de DNA HPV. Sendo assim, decidimos avaliar se ha relagdo
entre a expressdo da dupla marcagdo p16/Ki-67 e o status de HPV de alto risco em
amostras de bidpsias esofdgicas e, os resultados obtidos demonstraram que ndo ha
relacdo dessa dupla marcacdo IHC p16/Ki-67 e a presenca de DNA HPV de alto risco na
série analisada. Considerando-se o que ja foi discutido sobre a expressao de pl6 em
material esofagico, esse resultado ndo chega a surpreender posto que ndo ha

correlacdo direta da positividade de p16 e HPV.
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6 CONCLUSOES

1. A frequéncia de HPV-16 obtida pela técnica de PCR em tempo real especifica
para o tipo viral foi de 3,0% para o grupo caso e 20,8% para o controle. Ainda, dentro
do grupo caso, frequéncias de 3,0% e 20,8% foram obtidas para tecidos tumoral e
normal adjacente coletados. Para o grupo controle, frequéncias de 20,7% e 10,5%

foram obtidas para tecidos proximal e distal coletados de es6fago saudavel.

2. A frequéncia de HPV de alto risco determinada por PCR multiplex foi de 21,3%
nas amostras de carcinoma esofagico e 22,2% nas amostras de esofago saudavel. Para
os tecidos coletados de casos, frequéncias de 22,1% e 7,4% foram encontradas em
tecidos tumoral e normal adjacente, respectivamente. Para os controles, frequéncias
de 20,7% e 10,4% foram obtidas para os tecidos proximal e distal coletados de es6fago

saudavel.

3. A expressdo das proteinas p53, pl6 e pl16/Ki-67 por imunohistoquimica foi
significativamente maior no grupo caso comparada com a do grupo controle. Além
disso, observou-se aumento progressivo da expressdo da proteina do tecido de
controles, para o tecido normal adjacente e, tecido tumoral, respectivamente. Em
relacdo a expressdo das proteinas por imunohistoquimica, detectou-se que p53 estava
presente em 68,0% das amostras do grupo caso e 1,6% nos controles saudaveis. Para
os tecidos de cada grupo, a expressao de p53 foi de 68,0%, 21,0% e 1,6% em tecidos
tumoral, normal adjacente e es6fago saudavel, respectivamente. A expressdo de pl6
foi detectada em 12,0% dos tecidos coletados de casos e ndo houve expressdo da
proteina em tecidos coletados de controles. Dentro do grupo caso, houve expressao de
100,0% e 99,0% nos tecidos tumoral e normal adjacente, respectivamente. A primeira
andlise de Ki-67 mostrou que houve expressao desse marcador em mais de 1% das
células de 100,0% dos tecidos dos grupos caso e controle. Entretanto, analise posterior
mostrou que, considerando como expressao positiva a marcacdao em mais de 25% do
tecido, ha expressdo do marcador de proliferacdo celular em 66,3% dos tecidos do
grupo casos e 6,9% dos tecidos do grupo controle analisados. Para tecidos de cada

grupo, a expressao de Ki-67 foi de 68,8%, 12,5% e 6,9% em tecidos tumoral, normal
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adjacente e controles. Em relacdo a expressdo da dupla marcacdo p16/Ki-67, houve
marcacao positiva em 41,4% dos tecidos do grupo casos e 25,0% dos controles. Além
disso, para os tecidos de cada grupo, frequéncias de 42,4%, 25,0% e 25,0% foram

obtidas para os tecidos tumoral, normal adjacente e controles analisados.

4. Foi demonstrado que as proteinas p53, p16 e p16/Ki-67 ndo relacionam com
HPV de alto risco nos tecidos esofagicos analisados. Relacdo significativa foi observada
entre a expressdo de p53 e habitos de consumo de alcool e tabaco, onde os individuos
com expressao positiva da proteina fazem mais consumo de alcool e alcool e tabaco
concomitantes, o que nos permite concluir que a ingestdo de tabaco e alcool

interferem na via de sinalizacdo de p53, alterando sua expressao.

De modo geral, conclui-se que a frequéncia geral de HPV de alto risco nos casos
de cancer esofagico é de 20,8% e 34,7% nos individuos sauddveis e ndo ha relacdo de
HPV com os marcadores moleculares indiretos da infeccdo e relacionados com a

carcinogénese esofagica.
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Anexo 1 - Carta de aprovagdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa

o, FUNDAGAO PIO XII -
BARRETOS HOSPITAL DE CANCER DE e Ry
® BARRETOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: O papel do Papilomavirus humano (HPV) no cancer esofagico. Um estudo no Hospital
de Cancer de Barretos.

Pesquisador: Adhemar Longatto Filho
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 05880312.2.0000.5437
Instituicao Proponente: Fundacéao Pio XlI

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 134 471
Data da Relatoria: 23/10/2012

Apresentacgao do Projeto:

A apresentacao do projeto de pesquisa esta em conformidade, apresentando os subtitulos adequados bem
COmO 0S anexos necessarios para o desenvolvimento do estudo. O TCLE é descrito com linguagem de facil
entendimento e com as informacées necessarias.

Objetivo da Pesquisa:

1) Avaliar a prevaléncia de HPV no ESCC na regido de Barretos (Brasil). 2) Elucidar a distribuicdo
genotipica de HPV. 3) Estimar as co-variaveis de HPV na patogénese do ESCC, através da recolha de um
extenso conjunto de dados epidemiolégicos sobre os fatores de risco conhecidos e os possivelmente
relacionados ao ESCC. 4) Executar meticulosos estudos caso-controle em toda a coorte, para comparar i)
fumantes e ndo fumantes,ii) usuarios de alcool e ndo-usuarios, bem como iii) pacientes HPV+ e HPV-,
pareados por idade e sexo, para divulgar as co-variaveis importantes (moleculares e fatores de risco) de
tabagismo, consumo de alcool e HPV, respectivamente, na carcinogénese esofagica usando efeitos fixos
(condicional) multivariados de modelagem de regresséo logistica. 5) Executar um estudo molecular com
extenso painel de biomarcadores dirigidos para as diferentes vias moleculares da carcinogénese (incluindo
os conhecidos reguladores de HPV), utilizando microarrays de cDNA, IHC e PCR. 6)Fazer a caracterizacdo
de células imunologicas presentes nas amostras de pacientes com EC e nos controles, HPV+ e HPV-, bem
como a

imunodeteccéo de citocinas antivirais.

Enderego: Rua Antenor Duarte Vilela, 1331

Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400

UF: SP Municipio: BARRETOS

Telefone: (17)3321-6600 Fax: (17)3321-6629 E-mail: cep@hcancerbarretos.com.br
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Corme FUNDAGAO PIO XII -
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® BARRETOS

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o ha nenhum risco. O material de estudo € proveniente da rotina de diagnéstico do hospital.

Beneficios:

Se conseguirmos definir que ha, como nos carcinomas de cabeca-e-pescoco, pacientes com carcinoma de
células escamosas do esdfago originados pela acdo do HPV e/ou caracteristicas da resposta inflamatoéria
gerada, a conduta terapéutica podera ser diferenciada para reduzir o tempo de tratamento e aumentar a
chance de cura.Geralmente as neoplasias associadas ao HPV s@o mais responsivas a radioterapia e
portanto o

tratamento podera ser menos invasivo e mais eficaz.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
N&o ha consideracées a serem feitas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Néo ha consideracdes a serem feitas.

Recomendacgoes:
Sem recomendacdes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
O pesquisador esclareceu as duvidas e pendéncias do estudo e de acordo com a analise das mesmas
considera-se o projeto aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo Pio XII ¢, Hospital do Cancer de Barretos ANALISOU as
pendéncias do referido projeto e decidindo que o mesmo encontra-se APROVADO.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:

1. Relatorios parciais previstos para Outubro/2013.

2. Comunicar toda e qualquer alteracédo do Projeto.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,
apos conclusao da pesquisa, para possivel auditoria dos érgaos competentes.

Enderego: Rua Antenor Duarte Vilela, 1331

Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400

UF: SP Municipio: BARRETOS

Telefone: (17)3321-6600 Fax: (17)3321-6629 E-mail: cep@hcancerbarretos.com.br
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido - Casos
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( HOSPITAL

u‘ BARRETOS Identificagcdo do paciente
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Prezado (a)

/

Esta pesquisa ird avaliar a presenca do Papilomavirus humano (HPV), inflamacdo e de
uma selecdo de moléculas no desenvolvimento do cdncer de es6fago. O (A) senhor (a)
nao sera submetido a algum tipo de exame diferente daquele que o médico solicitou
para diagndstico do caso. Caso o (a) senhor (a) aceite participar da pesquisa, o (a)
senhor (a) terd que responder um questiondrio com informacGes sobre diferentes
aspectos de sua vida que podem contribuir para o entendimento das causas de cancer
de es6fago. Quando a endoscopia for solicitada, além da coleta de fragmentos
tumorais para o diagndstico da doenca, o (a) senhor (a) sera submetido a um processo
indolor em que uma escova serd utilizada para captar as células da superficie do
esb6fago e assim permitir o diagndstico. Em caso de cirurgia para retirada do tumor
esofagico, sera feita uma raspagem na peca retirada para a obtencdo de células que
serdo analisadas na pesquisa em pauta. Todas as informacdes serdo mantidas em
segredo pelos pesquisadores.Garantia de esclarecimento, liberdade de recusa e
garantia de sigilo:o Senhor/Senhora sera esclarecido sobre esta pesquisa em tudo que
desejar. O Senhor/Senhora é livre para recusar participar deste estudo e podera retirar
0 seu consentimento ou interromper a participacdao a qualquer momento. Isto nao
acarretard em qualquer alteracdo ou prejuizo no tratamento médico no Hospital de
Cancer de Barretos.Sua identidade sera mantida em sigilo completo e absoluto, ndo
sendo revelado o seu nome (ou qualquer informagdo que possa identifica-lo
publicamente) em hipdtese alguma. Uma copia deste consentimento informado sera
enviada aos arquivos do estudo e a outra sera de sua posse. Custos da participacao,
ressarcimento e indenizacao por eventuais danos:a participacdo no estudo nao
acarretard custos e ndo serd disponivel nenhuma compensacdo financeira adicional.
Nao ha indenizagdo monetaria para este estudo.
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DECLARAGAO DO PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELO PARTICIPANTE:

Eu, fui informado dos

objetivos da pesquisa acima, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas.
Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagcdes e motivar minha
decisdo se assim o desejar.

O (A) me explicou o
estudo, respondeu minhas duvidas e me certificou de que todos os dados desta

pesquisa serdo confidenciais.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
todas as minhas duvidas.Para sugestdes, reclamagdes ou duvidas, poderei contatar:
17-3321-6600, com Dr. Adhemar Longatto Filho, pesquisadores responsdveis pelo
projeto no Hospital de Barretos (RAMAL 7075 e 7069), ou com o presidente do Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (RAMAL 6894).

Nome do (a) voluntario (a)

Data: / /
Assinatura do (a) voluntario (a)
Nome do Aplicador do Termo de Consentimento
Data: / /
Assinatura do Aplicador do Termo de Consentimento
Nome do (a) representante legal (grau de parentesco)
Data: / /

Assinatura do (a) representante legal

Quando esse termo for assinado pelo representante legal, precisara assinar também
uma testemunha.

Nome da Testemunha

Data: / /

Assinatura da Testemunha
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Anexo 3 - Termo de consentimento livre e esclarecido — Controles
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Esta pesquisa ira avaliar a presenca do Papilomavirus humano (HPV), inflamacdo de
uma selecdo de moléculas no desenvolvimento do cdncer de es6fago. O (A) senhor (a)
nao sera submetido a algum tipo de exame diferente daquele que o médico solicitou
para diagndstico do caso. Caso o (a) senhor (a) aceite participar da pesquisa, o (a)
senhor (a) terd que responder um questiondrio com informacGes sobre diferentes
aspectos de sua vida que podem contribuir para o entendimento das causas de cancer
de es6fago. Quando a endoscopia for solicitada, além da coleta de fragmentos para o
diagnodstico da doenca, o (a) senhor (a) serd submetido a um processo indolor em que
uma escova sera utilizada para captar as células da superficie do es6fago e assim
permitir o diagndstico. Todas as informacdes serdo mantidas em segredo pelos
pesquisadores.Garantia de esclarecimento, liberdade de recusa e garantia de sigilo:o
Senhor/Senhora serd esclarecido sobre esta pesquisa em tudo que desejar. O
Senhor/Senhora é livre para recusar participar deste estudo e podera retirar o seu
consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. Isto nado
acarretara em qualquer alteragdo ou prejuizo no tratamento médico no Hospital de
Cancer de Barretos.Sua identidade sera mantida em sigilo completo e absoluto, ndo
sendo revelado o seu nome (ou qualquer informacdo que possa identifica-lo
publicamente) em hipdtese alguma. Uma cdpia deste consentimento informado sera
enviada aos arquivos do estudo e a outra serd de sua posse. Custos da participacao,
ressarcimento e indenizagdo por eventuais danos:a participacdo no estudo ndo
acarretard custos e ndo sera disponivel nenhuma compensacdo financeira adicional.
N3o ha indenizacdo monetaria para este estudo.
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DECLARAGAO DO PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELO PARTICIPANTE:

Eu, fui informado dos

objetivos da pesquisa acima, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas.
Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e motivar minha
decisdo se assim o desejar.

O (A) me explicou o
estudo, respondeu minhas duvidas e me certificou de que todos os dados desta

pesquisa serdo confidenciais.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
todas as minhas duvidas. Para sugestdes, reclamagdes ou duvidas, poderei contatar:
17-3321-6600, com Dr. Adhemar Longatto Filho, pesquisadores responsdveis pelo
projeto no Hospital de Barretos (RAMAL 7075 e 7069), ou com o presidente do Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (RAMAL 6894).

Nome do (a) voluntario (a)

Data: / /
Assinatura do (a) voluntario (a)
Nome do Aplicador do Termo de Consentimento
Data: / /
Assinatura do Aplicador do Termo de Consentimento
Nome do (a) representante legal (grau de parentesco)
Data: / /

Assinatura do (a) representante legal

Quando esse termo for assinado pelo representante legal, precisara assinar também
uma testemunha.

Nome da Testemunha

Data: / /

Assinatura da Testemunha
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Identificagdo

1
2 Nome
3 Registro hospitalar
4 Grupo
1- Caso; 2- Controle
INFORMAGOES GERAIS
5 Data de nascimento
DD-MM-AAAA
6 Sexo
1- Feminino; 2- Masculino
2 Qual a sua raga (cor da pele)?
1- Branco; 2- Negro; 3- Pardo ou Mulato; 4- Amarelo (Asidtico); 5-Indigena
3 Estado civil
1- Solteiro; 2- Casado / Amasiado; 3- Separado / Divorciado; 4-Vidvo
Escolaridade
0- Analfabeto; 1- Sabe ler e escrever;
9 2- Ensino fundamental incompleto; 3- Ensino fundamental completo;
4- Ensino médio incompleto; 5- Ensino médio completo;
6- Ensino superior incompleto; 7- Ensino superior completo
10 Ocupagio / Profissdo exercida por mais tempo
ESPECIFICAR
1 Ocupacdo / Profissdo - Tempo
ANOS
12 Morou/Mora em zona rural
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
13 Se sim, por quanto tempo?
ANOS
14 Exposicdo a pesticidas e inseticidas
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
15 Morou/Mora em zona urbana
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
16 Se sim, por quanto tempo?
ANOS
ESTILO DE VIDA
17 Alcool
0- Nunca; 1- Sim, ainda bebe (se parou nos ultimos 12 meses); 3- S6 no passado
18 Cerveja
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
19 Idade de inicio
ANOS
20 Idade que parou
ANOS
Unidade
21 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml;
3- Copo grande — 250 ml% ou garrafa pequena — 330 ml; 4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa—1 L
22 Quantas unidades consome
23 Por . i
1- Dia; 2- Semana; 3-Més; 4-Ano
24 Vinho
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
25 Idade de inicio
ANOS
26 Idade que parou
ANOS
Unidade
27 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml;
3- Copo grande — 250 ml% ou garrafa pequena — 330 ml; 4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa—1 L
28 Quantas unidades consome
29 Por

1- Dia; 2- Semana; 3-Més; 4-Ano




99

30 Cachaca
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
31 Idade de inicio
ANOS
32 Idade que parou
ANOS
Unidade
33 1- Copo pequeno — 50 ml; 2- Copo médio — 100 ml;
3- Copo grande — 250 ml% ou garrafa pequena — 330 ml;4- Garrafa — 700-750 ml; 5- Garrafa—1 L
34 Quantas unidades consome
35 Por
1- Dia; 2- Semana; 3-Més; 4-Ano
36 Tabaco
0- N3o; 1- Sim, atualmente, 2- Sim, passado
37 Cigarro de filtro
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
38 Numero por dia
NUMERO
39 Idade de inicio
ANOS
40 Idade que parou
ANOS
a1 Cigarro de palha
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
a2 Ndamero por dia
NUMERO
43 Idade de inicio
ANOS
a4 Idade que parou
ANOS
45 Cachimbo
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
6 Ndmero por dia
NUMERO
47 Idade de inicio
ANOS
a8 Idade que parou
ANOS
49 Charuto
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
50 Ndmero por dia
NUMERO
51 Idade de inicio
ANOS
52 Idade que parou
ANOS
EXPOSICAO PASSIVA A FUMACA DE CIGARRO
53 Vocé esteve casado (ou vivendo junto) com um fumante?
0- N3o; 1- Sim; 2- Ndo lembra; 99-Ignorado
54 Idade quando c6njuge iniciou
55 Idade quando o cénjuge parou
56 Numero de horas que estava exposto durante a semana
57 Numero de horas que estava exposto aos fins de semanas
58 Vocé trabalhou em um lugar fechado onde as pessoas fumassem?
0- N3o; 1- Sim; 2- Ndo lembra; 99-Ignorado
59 Idade quando iniciou o trabalho com fumantes
60 Idade quando parou de trabalhar com fumantes
61 Numero de horas/dia que estava exposto
62 Numero de horas que fumava em sua presenca




100

Quando crianga, seu pai ou sua mae fumavam?

63 0- N3o; 1- Sim; 2- Ndo lembra; 99-Ignorado
64 Por quanto tempo foi exposto?
ANOS
65 Pratica atividade fisica?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
66 Se sim, qual a frequéncia por semana?
1-7
67 Quanto tempo por dia?
0- Menos de 30'; 1- pelo menos 30'; 2- pelo menos 60'; 3- ndo lembra; 99-Ignorado
68 Faz exposicdo ao sol entre 10 da manhd e 16 h?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
69 Se sim, usa roupa apropriada e protetor solar?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
HABITOS ALIMENTARES E MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
De maneira geral, com qual frequéncia vocé ingere...
Legumes e verduras?
70 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Folhas e vegetais?
71 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Frutas frescas?
72 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Carne vermelha, ovo e leite
73 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Enlatados?
74 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Congelados?
75 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
Grdos? (ex. milho)
76 0- Nunca; 1- Menos que uma vez por més; 3- 1-3 vezes por més; 4- Uma ou duas vezes por semana;
5- Na maioria dos dias, mas ndo todos os dias; 6- Todos os dias
27 Bebidas quentes (Ex. Chimarrdo, Café, Cha)
0- Nunca; 1- Sim, atualmente; 2- Sim, passado
78 Peso
KILOS
79 Altura
METROS
HISTORICO DE HABITOS SEXUAIS
Vocé ja teve alguma doenga sexualmente transmissivel, diagnosticada por um médico
80 ou profissional de saude?
0- Ndo; 1- Sim; 2- Ndo sabe; 3- Ndo quer responder; 99-Ignorado
81 Verrugas genitais?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
22 Herpes genital?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
83 Hepatite B?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
84 Hepatite C?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
85 HIV? i .
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
26 HPV?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
87 Em toda a sua vida, vocé ja teve relagdo sexual (vaginal, ou oral, ou anal) com alguém?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
a8 Qual a idade da sua primeira relagdo sexual?

ANOS
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89 Em toda a sua vida, com quantas pessoas vocé teve relagdo sexual?
1- 2-5; 2- 6-10; 3- 11-20; 4- 21-50; 5- 51-100; 6- Mais de 100; 99-Ignorado
90 Vocé ja fez sexo colocando sua boca nos genitais do(a) parceiro(a) (sexo oral ativo)?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
91 Quantos anos vocé tinha quando fez sexo oral em alguém pela primeira vez?
ANOS
92 Com que frequéncia vocé faz ou fazia sexo oral no(a) parceiro(a)?
0- Nunca; 1- Raramente; 2- Frequentemente; 3- Sempre; 99-Ignorado
g3 Qual era o sexo das pessoas em quem vocé fez sexo oral?
1- Mulheres; 2- Homens; 3- Homens e Mulheres; 88- N3o se aplica; 99-Ignorado
94 Vocé ja fez sexo colocando sua boca no anus do parceiro?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
g5 Vocé ja fez sexo colocando seus genitais na boca do parceiro (sexo oral passivo)?
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
HISTORICO DE CANCER NA FAMILIA
96 Historia de cancer de es6fago em familiares de 12 Grau (Pais, Irm3os e Filhos)
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
97 Historia de cancer cabeca e pescogo na familia
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
o8 Historia de cancer de es6fago na familia
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
99 Histdria de cancer de colo de utero na familia
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
100 Historia de cancer de vulva na familia
0- N3o; 1- Sim; 99-Ignorado
101 Histéria de cancer de pénis na familia
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
102 Historia de cancer anal na familia
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
COMORBIDADES
103 Chagas ) .
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
104 Se sim, megaesofago chagasico
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
105 Refluxo gastresofagico
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
106 Es6fago de Barret
0- Ndo; 1- Sim; 99-Ignorado
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Anexo 5 - Instrumento de coleta de dados clinicos

DADOS CLiNICOS

1 Data do diagndstico
DD-MM-AAAA
2 Grau histolégico
1- Bem diferenciado; 2- Moderadamente diferenciado; 3- Pouco diferenciado; 99- Ignorado
3 Estadiamento T
0-TO; 1-T1; 2-T2; 3-T3; 4- T4; 99- Tx
a Estadiamento N
0- NO; 1- N1; 99- Nx
5 Estadiamento M
0- MO; 1- M1; 2- M1a; 3- M1b; 99- Mx
6 Estadiamento TNM agrupado
0- 0; 1- |; 2- I1A; 3- 11B; 4- 11I; 5- IV; 6- IVA; 7- IVB; 99-Ignorado
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Anexo 6 - Artigo a ser submetido

O artigo referente a essa dissertagdo de mestrado estd sendo formulado
baseado nos resultados de deteccdo de HPV de alto risco pela metodologia Luminex e
sua relagdo com a expressdo das proteinas p53 e pl6 e, sera submetido a revista

International Journal of Cancer, fator de impacto 5.007.



