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RESUMO!

!

Rosa]Sacoman!LR.!Avaliação!do!perfil!genético!do!HPV16!e!seu!sítio!de!integração!

em!células!epiteliais!normais!e!neoplásicas!da!cérvix!e! tonsilas'(tese).!São!Paulo:!

Instituto!de!Medicina!Tropical!de!São!Paulo!da!Universidade!de!São!Paulom!2018.!!

!

O!papilomavírus!humano!(HPV)!atua!como!importante!agente!etiológico!em!um!

subgrupo!de!tumores!humanos,!sendo!responsável!pelo!desenvolvimento!de!quase!

100%!dos!tumores!cervicais!e!uma!porcentagem!variável!dos!carcinomas!de!cabeça!

e!pescoço,!principalmente!da!orofaringe.!Dentre!os!HPVs!de!alto!risco,!o!HPV16!é!o!

tipo!mais!prevalente!nos! tumores!de!orofaringe,!encontrado!em!mais!de!80%!dos!

tumores!HPV!positivos,!e!50%!dos!casos!de!carcinoma!cervical.!Em!lesões!de!baixo!

grau,!o!genoma!do!HPV!geralmente!permanece!na!forma!epissomal,!em!contraste,!

na!maioria!das!lesões!cancerígenas,!o!DNA!dos!HPVs!de!alto!risco!é!frequentemente!

quebrado!e!integrado!ao!genoma!da!célula!hospedeira.!Há!um!enorme!esforço!da!

comunidade! científica! na! identificação! de! regiões! susceptíveis! à! integração! viral,!

permitindo! uma! maior! compreensão! do! processo! de! transformação! causado! por!

HPV.! Este! estudo! teve! como! objetivo! identificar,! a! partir! do! sequenciamento! do!

genoma! completo! do! HPV16,! padrões! moleculares! capazes! de! responder! pelo!

tropismo! diferencial! apresentado! pelo! HPV16! e! do! curso! assintomático! ou!

transformante!da!infecção!pelo!HPV16!na!região!da!orofaringe.!Amostras!FFPE!de!

CECP!estavam!disponíveis!em!510!pacientes!que!foram!recrutados!em!três!hospitais!

brasileiros!e!113!pacientes!sem!neoplasia!tiveram!amostras!a!fresco!de!tonsila!não!

neoplásica!analisadas.!A!detecção!e!genotipagem!do!HPV!foi!realizada!pelo!método!

InnoOLipa,!enquanto!a!reação!de!PCR!com!os!iniciadores!PGMY09/11'foi!empregada!

para! tecidos! não! neoplásicos.! Todas! as! amostras! positivas! para! HPV! tiveram! a!

presença!de!HPV16!investigada!por!PCR!em!tempo!real.!As!amostras!com!presença!



 

 

exclusiva!de!HPV16!foram!submetidas!ao!sequenciamento!pela!metodologia!de!NGS!

–!na!plataforma!Ion'Torrent'PGM!utilizando!a!tecnologia!de!Target'Seq!e!a!análise!

dos!produtos!sequenciados!foram!realizadas!em!colaboração!com!o!laboratório!da!

Dr!Lisa!Mirabello,!no!NIH.!A!frequência!de!DNA!de!HPV!de!alto!risco!em!CEC!de!

cabeça! e! pescoço! foi! de! 10%! (49/491),! sendo! 78%!deles!HPV16.!Houve! grande!

variabilidade! na! prevalência! do! HPV! nos! tumores! segundo! o! sítio! anatômico,!

variando!de!3,4%!(base!da!língua!e!hipofaringe)!a!25%!(orofaringe).!Em!contraste,!

não!houve!presença!de!hrHPV]DNA!nas!amígdalas!não!neoplásicas!analisadas.!A!

análise! do! sequenciamento! do! HPV16! foi! viável! em! quatro! amostras,! que!

apresentaram!99]100%!de! identidade! com!o!HPV16.!Uma!delas!apresentou!uma!

deleção!de!300nt!na!região!L2!possivelmente!atribuída!ao!processo!de!integração.!

No! presente! estudo,! a! crescente! frequência! de! DNA! de! HPV! em! CECP!

(principalmente!na!orofaringe)!corrobora!a!hipótese!de!que!o!HPV!está!iniciando!sua!

projeção!nesse!continente,!apesar!de!ainda!não!estar!circulante!entre!o!tecido!normal!

de! tonsila!da!população!brasileira.!Estudos!envolvendo!a!avaliação!da!expressão!

proteica!associada!à!infecção!por!HPV!devem!ser!conduzidos!para!reforçar!se!esse!

perfil! crescente! de! DNA! de! HPV! também! reflete! uma! crescente! participação!

etiológica!do!HPV!16!nos!novos!casos!de! tumores!epidermoides!de!orofaringe!no!

Brasil.!

!

!

Descritores:!HPV.!Prevalência.!Neoplasias!de!cabeça!e!pescoço.!Neoplasia!do!colo!

uterino.!Biologia!molecular.!Sequenciamento!genético.! !
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ABSTRACT!

!

Rosa]Sacoman,!LR.!Evaluation!of!the!genetic!profile!of!HPV16!and!its!integration!site!

in!normal!and!neoplastic!epithelial!cells!from!cervix!and!tonsils!(thesis).!São!Paulo:!

Instituto!de!Medicina!Tropical!de!São!Paulo!da!Universidade!de!São!Paulom!2018.!!

!

Human'papillomavirus!(HPV)!acts!as!an!important!etiologic!agent!in!a!subset!of!

human!tumors,!responsible!for!the!development!of!almost!100%!of!cervical!tumors!

and!a!variable!percentage!of!head!and!neck!carcinomas,!mainly!of!the!oropharynx.!

Among!high]risk!HPV,!HPV16! is! the!most!prevalent! type! in!oropharyngeal! tumors,!

found! in! more! than! 80%! of! HPV! positive! tumors,! and! 50%! of! cases! of! cervical!

carcinoma.!In!low!grade!lesions,!the!HPV!genome!generally!remains!epissomalm! in!

contrast,!in!most!cancerous!lesions,!the!DNA!of!high]risk!HPVs!is!often!disrupted!and!

integrated!into!the!host!cell!genome.!There!is!a!huge!effort!by!the!scientific!community!

to!identify!regions!susceptible!to!viral!integration,!allowing!a!greater!understanding!of!

the!transformation!process!caused!by!HPV.!The!aim!of!this!study!was!to!identify,!from!

the! complete! genome! sequencing! of! HPV16,! molecular! patterns! capable! of!

responding!to!the!differential!tropism!presented!by!HPV16!and!to!the!asymptomatic!

or!transforming!course!of!HPV16!infection!in!the!oropharynx!region.!FFPE!samples!

of!HNSCC!were!available! from!510!patients!who!were! recruited!at! three!Brazilian!

hospitals!and!113!patients!with!no!neoplasia!had! fresh!samples!of!non]neoplastic!

tonsil!analyzed.!HPV!detection!and!genotyping!was!performed!using! the! InnoOLipa!

method,! while! the! PCR! reaction! with! PGMY09/11! primers! was! used! for! non]

neoplastic!tissues.!All!HPV!positive!samples!had!the!presence!of!HPV16!investigated!

by! real]time! PCR.! Samples! with! exclusive! HPV16! presence! were! submitted! to!

sequencing!by!the!NGS!methodology!]!on!the!Ion'Torrent'PGM!platform!using!Target'

Seq! technology! and! the! analysis! of! the! sequenced! products! were! performed! in!



 

 

collaboration!with!Dr.!Lisa!Mirabello's! laboratory!at!NIH.!The!frequency!of!high]risk!

HPV!DNA!in!HNCSS!was!10%!(49/491),!78%!of!which!were!HPV16.!There!was!a!

huge!variability!in!the!prevalence!of!HPV!in!the!tumors!according!to!the!anatomical!

site,!ranging!from!3.4%!(base!of!the!tongue!and!hypopharynx)!to!25%!(oropharynx).!

In! contrast,! no! hrHPV]DNA! was! present! in! the! non]neoplastic! tonsils! analyzed.!

HPV16!sequencing!analysis!was!feasible! in! four!samples,!which!showed!99]100%!

identity!with!HPV16.!One!of!them!presented!a!300nt!deletion!in!the!L2!region!possibly!

attributed!to!the!integration!process.!In!the!present!study,!the!increasing!frequency!of!

HPV!DNA!in!HNSCC!(mainly!in!the!oropharynx)!corroborates!the!hypothesis!that!HPV!

is!initiating!its!projection!in!this!continent,!although!it!is!not!yet!circulating!among!the!

normal! tonsil! tissue!of! the!Brazilian!population.!Studies! involving! the!evaluation!of!

protein!expression!associated!with!HPV!infection!should!be!conducted!to!reinforce!

whether! this! increasing! profile! of! HPV!DNA! also! reflects! an! increasing! etiological!

involvement!of!HPV!16!in!the!new!cases!of!oropharyngeal!squamous!cell!carcinomas!

in!Brazil.!

!

Descriptors:! HPV.! Prevalence.! Head! and! neck! neoplasia.! Cervical! neoplasia.!

Molecular!biology.!Genetic!sequencing.!! !
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1!INTRODUÇÃO!

!

1.1!Papilomavírus!Humano!

O! Papilomavírus! Humano! (HPV)! foi! inicialmente! identificado! em! 1949! em!

células!epiteliais1!e,!desde!então,!já!foram!caracterizados!mais!de!200!tipos!desse!

vírus2,3.!Esses!vírus!são!partículas!pequenas!de!DNA!circular!dupla!fita!com!genoma!

composto! por! aproximadamente! 8.000! pares! de! base! (pb),! sendo! sua! infecção!

restrita!às!células!epiteliais4.!

Os! tipos!de!HPV!são!divididos!em!dois!grupos:!os!de!alto!e!baixo! risco,!de!

acordo! com!seu!potencial!maligno5.!Os!HPV!de!alto! risco! compreendem!os! tipos!

HPV16,!18,!31,!33,!35,!39,!45,!51,!52,!56,!58,!59,!68,!73!e!82,!presentes!em!lesões!

escamosas!de!alto!grau!ou!carcinomas!invasivos,!e!os!tipos!HPV6,!11,!40,!42,!44,!

54,!61,!70,!72,!81!e!89!são!os!considerados!de!baixo!risco,!podendo!ser!isolados!de!

lesões!epiteliais!de!baixo!grau!6,7.!

A! maioria! das! infecções! pelo! HPV! são! transitórias,! assintomáticas! ou!

subclínicas,!não!resultando!em!doença!e,!geralmente,!são!suprimidas!pelo!sistema!

imunológico.! Estudos! epidemiológicos! indicam! que! a! prevalência! do! vírus! na!

população!masculina,!independente!do!sítio,!pode!variar!de!0!a!73%8.!Além!disso,!

estudos! clínicos! conduzidos! com!mulheres! associaram! o! tabaco! com! uma!maior!

persistência!das!infecções!por!tipos!oncogênicos!do!HPV!e!com!o!risco!aumentado!

de!desenvolver!carcinomas!cervicais!invasivos9.!

Estudos! epidemiológicos! recentes! indicam! que! os! HPV! de! alto! risco,!

semelhantes! aos! que! estão! envolvidos! no! desenvolvimento! e! progressão! dos!

carcinomas!cervicais,!estão! também!associados!aos!carcinomas!epidermoides!de!

cabeça!e!pescoço!(CECP)!de!localizações!anatômicas!específicas.!O!sítio!anatômico!

mais! associado! à! infecção! pelo! HPV! no! trato! aero]digestivo! é! a! orofaringe,!

especialmente!as!tonsilas!e!base!da!língua10,11,12,13,14.!
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Nos!tumores!cervicais,!o!HPV16,!junto!com!o!18,!são!os!tipos!predominantes,!

sendo!responsáveis!por!mais!de!70%!dos!casos!de!câncer!cervical!e!são!os!dois!

tipos!de!HPV!mais!frequentes!em!todas!as!regiões!geográficas15.!Dentre!os!HPV!de!

alto!risco,!somente!os!tipos!16,!18,!31,!33!e!35!foram!identificados!como!importantes!

na!carcinogênese!dos!tumores!de!orofaringe,!sendo!o!HPV16!o!mais!frequentemente!

detectado! nesses! tumores,! responsável! por! aproximadamente! 90%! dos! tumores!

HPV!positivos4,16,17.!

A!incidência!crescente!de!carcinomas!de!orofaringe!nos!países!desenvolvidos!

se! deve! principalmente! a! ocorrência! da! doença! em! pacientes! jovens,! não!

apresentando!os!fatores!de!risco!clássicos,!como!tabaco!e!álcool.!Esse!fato!leva!a!

uma!associação!cada!vez!maior!de!um!subgrupo!desses! tumores!à! infecção!pelo!

papilomavírus18,19,20.!

A!proporção!de!tumores!HPV!positivos!varia!substancialmente!de!acordo!com!

o!sítio!anatômico!tumoral.!Este!achado!sugere!que!a!proporção!dos!tumores!HPV!

positivos!pode!ser!dependente!de!fatores!geográficos!e!genéticos,!além!de!fatores!

comportamentais! (como! hábitos! sexuais)! e! a! ausência! de! padronização! da!

metodologia!para!a!identificação!destes!vírus!em!tumores!humanos.!Já!nos!tumores!

cervicais,! propõe]se! amplamente! que! todos! os! casos! tem! como! etiologia! uma!

infecção!genital!pelo!HPV,!independente!de!fatores!paralelos20.!

A!estratificação!de! risco!para!CECP!é! realizada!pela! localização!anatômica,!

estágio! e! características! histológicas! do! tumor.! Com! exceção! do! status! de! HPV,!

vários!fatores!de!risco!moleculares!e!clínicos!que!foram!investigados!têm!utilidade!

clínica! limitada21.! As! frações! atributáveis! ao!HPV! (HPV]AFs)! para!CECP,! fora! da!

orofaringe,!são!substancialmente!menores.!

O!tipo!HPV16!é!particularmente!ativo!nos!queratinócitos!da!mucosa!oral!sendo!

considerado! o! mais! importante! para! o! desenvolvimento! dos! carcinomas! de!

orofaringe22.! Tumores! associados! ao! HPV16! apresentam! alterações! genéticas!
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características,!entre!elas!o!aumento!da!expressão!da!proteína!supressora!tumoral!

p16!e!a!ausência!de!mutações!no!gene!supressor!tumoral!TP5312,23,24,25,26.!

Os! HPV! de! alto! risco! produzem! duas! oncoproteínas! virais,! E6! e! E7,!

necessárias! para! a! replicação! viral,! estimulando! a! proliferação! e! atuando! na!

transformação! maligna! e! manutenção! tumoral.! Quando! incorporados! ao! genoma!

humano,!os!genes!E6'e'E7'encontram]se!geralmente!com!expressão!aumentada,!

levando! a! alterações! nas! vias! p14ARF/MDM2/p53! e! p16INK4a/ciclina! D/pRb,!

respectivamente.!Esta!integração!pode!levar!tanto!a!ativação!como!a!inativação!de!

genes!celulares!envolvidos!no!processo!tumoral27.!

A! inativação!da!proteína! supressora! tumoral! p53!pela! oncoproteína! viral!E6!

altera!sua!via!e!leva!ao!descontrole!do!ciclo!celular,!enquanto!a!inativação!de!pRb!

(pela!oncoproteína!E7)! leva!à!ativação!do! fator!de! transcrição!E2F,! resultando!na!

perda!do!controle!celular!e!no!aumento!da!expressão!da!proteína!p164,28,29.!Porém,!

nem!sempre!há!uma!correlação!entre!a!presença!do!vírus!e!a!ausência!de!mutação!

no!gene!TP5327.!

A!proteína!p16!é!codificada!pelo!gene!supressor!tumoral!CDKN2A!e!regula!a!

atividade! do! complexo! de! ciclinas! D]CDK4/6,! os! quais! fosforilam! pRb! levando! à!

liberação! do! fator! de! transcrição!E2F.!Essa! liberação! ativa! a! progressão! do! ciclo!

celular.! O! complexo! protéico! pRb]E2F! atua! como! regulador! negativo! inibindo! a!

expressão!de!CDKN2A.!Portanto,! a! inativação! funcional! de!Rb! pela!oncoproteína!

viral!E7!leva!a!perda!da!inativação!do!transcrito!p164.!

Os!tumores!associados!ao!HPV!apresentam!um!padrão!molecular!distinto,!com!

um!mecanismo!de!tumorigênese!independente!dos!efeitos!mutagênicos!do!tabaco!e!

álcool.! Esses! tumores! são! caracterizados! pela! ausência! ou! baixo! número! de!

alterações! genéticas! e! epigenéticas! nas! vias! clássicas! de! tumorigênese,! com!

expressão!diminuída!de!TP53!selvagem,!devido!a!sua!inativação!e!degradação!pela!

oncoproteína!viral!E64,14.!
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A!integração!do!DNA!do!vírus!no!genoma!hospedeiro!é!observada!na!maioria!

dos! tumores! cervicais! invasivos,! mas! raramente! nas! neoplasias! intraepiteliais!

cervicais! (NIC),! sendo! considerada! como! um! importante! divisor! de! águas! na!

oncogênese30.!O!HPV!está!presente!em!formas!integradas!e!não!integradas!nesses!

tumores,!assim!como!em!uma!parte!dos!CCP31.!Parfenov!e!colaboradores! (2014)!

demonstraram!que,!além!da!expressão!viral!de!E6!e!E7,!o!HPV!provavelmente!dirige!

a!tumorigênese!pela!alteração!do!genoma!do!hospedeiro!em!locais!de!integração.!

Mecanismos!pelos!quais!a!integração!afeta!os!genes!do!hospedeiro!incluem!geração!

de! transcritos! alterados,! ruptura! de! genes! supressores! de! tumor,! amplificações! e!

rearranjos!intercromossômicos31.!E,!além!disso,!eles!sugerem!que!as!ações!do!HPV!

no! processo! de! tumorigênese! provavelmente! vão! além! da! expressão! de!

oncoproteínas!virais!(pelo!menos!em!um!subconjunto!de!CECP)!e!sugerem!um!papel!

mais!sutil!para!o!vírus!do!que!a!visão!convencional!de!transformação!mediada!por!

E6/E7!e!alteração!dos!eixos!TP53!e!CDKN2A/RB1.!Também!pode!ser!o!caso!de!que!

o! aumento! mundial! de! infecção! pelo! HPV,! em! comparação! com! os! cânceres!

causados! pelo! HPV,! seja! explicada! pela! necessidade! de! eventos! genômicos!

adicionais!além!da!infecção!pelo!HPV!para!estimular!a!formação!de!tumores31.!

A!análise!de!amostras!do!estudo!The'Cancer'Genome'Atlas!mostrou!que!a!

integração!do!HPV!ocorre!em!mais!de!80%!dos!carcinomas!cervicais!31,32.!Destas,!

76%!das!amostras!positivas!para!HPV16!têm!HPV!integrado,!enquanto!a!integração!

é! evidente! em! todas! as! amostras! positivas! para! HPV18.! Nos! CE! da! orofaringe!

positivos!para!HPV,!a!incidência!de!integração!viral!é!menor,!e!muitos!tumores!têm!

DNA!extracromossômico!ou!misto,!extracromossômico!e!integrado31,32,33,34.!Segundo!

Gao!e!colaborados!(2017),!que!analisaram!sítios!frágeis!em!CE!de!orofaringe!pelo!

sequenciamento!Sanger,!as!sequências!nucleotídicas!próximas!aos!locais!de!junção!

identificados!continham!sequências!repetitivas!e!ricas!em!AT!que!demonstraram!ter!

o!potencial!de!formar!estruturas!secundárias!de!DNA!de!"stem]loop"!que!poderiam!
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protelar!a!progressão!da!forquilha!de!replicação.!Isso!poderia!causar!um!aumento!da!

instabilidade!nessas!regiões,!o!que!poderia!levar!ao!desenvolvimento!de!câncer!nas!

células!humanas34.!Essas!descobertas!sugerem!que!os!sítios!frágeis!e!alguns!genes!

específicos!parecem!desempenhar!papéis!importantes!no!CE!de!orofaringe.!

Não!está!claro!se!a!integração!das!sequências!de!DNA!viral!é!uma!causa!ou!

uma!consequência!das!alterações!genômicas!estruturais30.!Estudos!in'vitro'sugerem!

que! a! integração! precede! as! alterações! genômicas32,! entretanto,! há! relatos! que!

demonstram!que!a!integração!é!dependente!do!tipo!de!HPV!e!independente!da!idade!

dos!pacientes,!sugerindo!que!as!quebras!genômicas!seriam!uma!consequência,!e!

não!a!causa!da!integração!viral30.!

As! alterações! genômicas! mais! associadas! com! a! integração! viral,!

principalmente!nos!carcinomas!cervicais,! são!as!co]amplificações!das!sequências!

virais! e! regiões! flanqueadoras! e/ou! perda! das! sequências! no! sítio! de! integração.!

Porém,!há!poucos!relatos!de!análises!sistemáticas!da!estrutura!genômica!em!sítios!

de!integração,!até!o!presente!momento.!

Novos! estudos! tem! utilizado! sequenciamento! paralelo! massivo! (next'

generation'sequence']!NGS),!como!uma!ferramenta!mais!robusta!para!as!análises!

de!genomas!completos.!Conway!e!colaboradores!(2012)35!descreveram!a!utilização!

do!NGS!para!a!identificação!de!HPV!em!tecido!parafinado!de!CCP,!demonstrando!

sua!eficácia!para!a!determinação!da!carga!viral!de!HPV,!dos!genótipos!de!HPV,!em!

conjunto! às! alterações! cromossômicas! nos! tumores! analisados.! Além! disso,! os!

autores!afirmaram!o!potencial!da!técnica!para!gerar!dados!e!contribuir!amplamente!

como!ferramenta!de!diagnóstico,!prognóstico!ou!estratificação!clínica!das!amostras!

de!CCP!HPV!positivas!ou!negativas.!

Recentemente,!a!revisão!de!Tuna!e!Amos,!201636,!levantando!dados!de!NGS,!

determinou!os!locais!de!integração!do!HPV,!seus!genes!e!vias!concomitantemente!

interrompidos!e!suas!consequências!funcionais!nos!cânceres!cervicais!e!de!cabeça!
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e!pescoço.!A!integração!dos!dados!do!NGS!com!outros!dados!“ômicos”!e!clínicos!é!

crucial!para!entender!melhor!a!fisiopatologia!de!cada!malignidade!individual!e,!com!

base!nisso,!selecionar!alvos!e!projetar!opções!eficazes!de!tratamento!personalizado.!

!

1.2!Carcinomas!Cervicais!

Os! carcinomas! cervicais! apresentam! a! terceira! maior! incidência! global! de!

câncer! em! mulheres,! com! uma! estimativa! de! 569.847! novos! casos! em! 2018! e!

311.365!mortes37.!É!o!único!câncer!ginecológico!que!pode!ser!prevenido!por!meio!

de!testes!de!rastreamento!regulares!e!possui!fator!etiológico!bem!estabelecido.!

Em! 1941,! Papanicolaou! e! Traut38! relataram! que! os! carcinomas! cervicais!

poderiam! ser! detectados! pela! esfoliação! das! células! epiteliais! do! colo! do! útero,!

incluindo!a!zona!de!transformação.!Essa!metodologia!pode!identificar!a!presença!de!

células! tumorais! anteriormente! aos! achados! clínicos! da! doença,! garantindo! uma!

melhor!sobrevida!das!pacientes!por!meio!da!intervenção!após!diagnóstico!precoce!

dos!carcinomas!cervicais.!

Na! década! de! 50,! foi! descoberto! que! as! lesões! cervicais! não! invasivas!

precediam! os! carcinomas! cervicais.! Essas! lesões! não! invasivas,! denominadas!

neoplasia! intraepitelial!cervical! (NIC),!contém!células!com!alterações!morfológicas!

características! que! podem! ser! detectadas! pela! citologia! oncótica.! Apesar! dos!

benefícios! que! essa! técnica! proporcionou,! deve]se! ressaltar! que! esse! exame!

funciona! como! um! rastreamento! para! identificar! pacientes! em! risco! para! o!

desenvolvimento!de!doenças!cervicais,!e!não!como!um!exame!diagnóstico,!o!qual!

necessita!de!confirmação!por!meio!de!biópsia.!Além!disso,!esses!exames!requerem!

a!disponibilidade!de!citopatologistas!devidamente!treinados!e!o!acesso!dos!pacientes!

ao!sistema!de!saúde!com!profissionais!qualificados!para!realizar!o!exame39.!

A! infecção! genital! pelo! HPV! é! extremamente! comum! e! a! maioria! delas,!

assintomática,! sendo! o! principal! fator! de! risco! para! o! desenvolvimento! dos!
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carcinomas!cervicais.!Aproximadamente!90%!das!infecções!pelos!HPV!de!alto!risco!

são!eliminadas!pelo!sistema!imunológico!feminino!dentro!de!16!meses.!Algumas!das!

mulheres!que!não!eliminam!os!HPV!de!alto! risco!desenvolverão!NIC!grau! II,! III!e!

câncer40,!associado!a!fatores!de!risco!adicionais!como!uso!de!anticoncepcionais!e!

as!condições!imunológicas!do!hospedeiro41.!Além!disso,!estudos!clínicos!conduzidos!

com!mulheres!associaram!o!uso!de!tabaco!a!uma!maior!persistência!das!infecções!

por! tipos! oncogênicos! do! HPV,! e! o! risco! aumentado! de! desenvolver! carcinomas!

cervicais!invasivos42.!

O! aprimoramento! dos! testes! de! HPV! abriram! um! novo! paradigma! para! o!

rastreamento!do!câncer!cervical,!sendo!associados!com!uma!redução!significativa!

no!número!de!carcinomas!cervicais!avançados!e!mortes!pela!doença39,43.!

Atualmente,!o!teste!de!DNA!para!HPV!foi!incorporado!na!prática!clínica!não!só!

para!a! triagem!de!casos!com! resultados!citológicos! indeterminados,!mas! também!

para!o!acompanhamento!clínico!após!o!tratamento,!acompanhamento!de!pacientes!

sem! lesões! citológicas! ou! apenas! lesões! menores! que! foram! identificadas! por!

colposcopiam! resolução! de! resultados! discordantes! de! citologia,! colposcopia! ou!

histologia.!Mais!recentemente!tem!sido!empregado!como!uma!ferramenta!de!rastreio!

primário,45,46!em!substituição!a!citologia.!

Os! testes! para! a! detecção! de! HPV! de! alto! risco,! principalmente! métodos!

baseados! na! reação! em! cadeia! da! polimerase! (PCR),! tem! de! 90! a! 99%! de!

sensibilidade!para!lesões!precursoras!de!alto!grau!e!são!altamente!reprodutíveis39,45.!

Essas!características!tornam!os!testes!moleculares!para!identificação!de!HPV!uma!

metodologia! de! rastreamento! primário!mais! efetivo,! principalmente! para!mulheres!

com! idade! superior! a! 30! anos,! quando! comparados! à! citologia! cervical,! como! é!

praticada!hoje!em!dia46.!

!

!
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1.3!Carcinomas!de!Cabeça!e!Pescoço!

Os! carcinomas! de! cabeça! e! pescoço! (CCP)! representam! um! grupo!

heterogêneo!de!tumores!agrupados!devido!a!sua!localização!anatômica.!Acometem!

mais!frequentemente!homens!com!idade!superior!a!50!anos!e!histórico!de!tabagismo!

e!etilismo!crônicos.!!

O!CCP!é!um!termo!amplo!que!engloba!alterações!epiteliais!malignas!entre!elas!

as! provenientes! dos! seios! paranasais,! orofaringe,! cavidade! oral,! laringe! e!

hipofaringe.!O!principal!subtipo!é!o!carcinoma!epidermoide!(CE),!respondendo!por!

mais!de!90%!dos!casos.!A!localização!mais!frequente!é!a!cavidade!oral!(40%!dos!

casos),!seguida!pela!laringe!(25%)!e!faringe!(15%)47.!Dados!do!Instituto!Nacional!do!

Câncer!(INCA),!2018,!mostram!que,!na!população!brasileira,!há!uma!proporção!de!

mais!de!três!casos!no!gênero!masculino!(11.200!novos!casos)!para!cada!caso!do!

gênero!feminino!(3.500!novos!casos),!localizados!com!maior!frequência!na!cavidade!

oral47.!!

O!desenvolvimento!desta!doença!está!relacionado!com!o!acúmulo!de!danos!

envolvendo!genes!que!controlam!a!proliferação,!senescência,!invasão,!motilidade!e!

sobrevivência! celular48.! Estas! alterações! genéticas! quase! sempre! ocorrem! como!

resultado!à!exposição!excessiva!ao!tabaco,!álcool!e!outros!elementos!carcinogênicos!

que!desencadeiam!danos!irreversíveis!ao!DNA,!ocasionando!alterações!nas!regiões!

codificadoras!e!regulatórias!de!genes!supressores!tumorais!e!oncogenes.!O!acúmulo!

destas! mutações! possibilita! que! as! células! adquiram! características! tumorais,!

incluindo! resistência! à! morte! e! proliferação! descontrolada,! conferindo! vantagem!

seletiva!ao!crescimento49.!As!células!tumorais!podem!formar!clones!com!capacidade!

de!invasão!e!estímulo!aumentado!da!angiogênese,!levando!ao!estabelecimento!de!

tumores!mais!invasivos!e!com!maior!potencial!para!desenvolver!metástases21.!

As! taxas! mais! elevadas! de! carcinomas! orais! são! encontradas! no! Brasil,!

Melanésia,! Centro]Sul! da! Ásia! e! Europa! Central! (Espanha! e! França)! e! Leste!
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Europeu.!Em!contrapartida,!as!menores!taxas!são!encontradas!na!África,!América!

Central!e!Leste!da!Ásia!(Japão!e!China)!para!ambos!os!sexos37.!!

O! consumo! de! tabaco! e! álcool! são! os! fatores! de! risco! clássicos! e! bem!

estabelecidos!para!CECP,!incluindo!os!da!orofaringe.!As!tendências!na!prevalência!

do! tabagismo! diferem! significativamente! entre! as! regiões! geográficas,! e! uma!

diminuição!notável!de!1980!a!2012!foi!observada!em!homens!e!mulheres!na!América!

do! Norte! e! Norte! da! Europa50.! Além! disso,! o! comportamento! sexual! é! agora!

estabelecido!como!um!fator!de!risco!para!o!CE!de!orofaringe!relacionado!ao!HPV,!

com! o! número! de! parceiros! de! sexo! oral! ao! longo! da! vida! como! o! fator! mais!

fortemente!associado!ao!desenvolvimento!do!câncer.!Além!disso,!assim!como!para!

o! tabagismo,! a! prevalência! do! sexo! oral! difere! dramaticamente! entre! as!

populações51.!Outros!fatores!de!risco!incluem!beijo!de!boca!aberta,!parceiro!sexual!

vaginal!(ou!outros),!uso!de!maconha!e!história!de!infecção!por!HPV!cervical21.!Assim,!

as! diferenças! na! exposição! dos! fatores! de! risco! e! no! comportamento! sexual!

poderiam! explicar,! em! parte,! as! diferenças! nas! frações! atribuídas! ao! HPV!

observadas!entre!as!regiões!e!ao!longo!das!décadas.!

O!CCP!tem!elevada!chance!de!cura!quando!diagnosticado!precocemente,!mas!

a! maioria! dos! pacientes! se! apresenta! com! doença! inicialmente! avançada!

(aproximadamente! 2/3! dos! casos).! Tem! sido! assumido! que,! nas! últimas! duas!

décadas,!a!qualidade!de!vida!dos!pacientes!com!CCP!aumentou!como!resultado!do!

uso!de!técnicas!cirúrgicas!e!radioterápicas!mais!elaboradas52,53,54.!Em!contrapartida,!

a!sobrevida!desses!pacientes!não!tem!melhorado!significativamente,!uma!vez!que!

os!mesmos! desenvolvem! frequentemente! recorrência! locorregional,!metástases! à!

distância!e!segundos!tumores!primários54,55.!

No!Brasil,!estima]se!uma!incidência!(taxa!ajustada!pela!idade!]!ASR)!de!7,35!

novos!casos!de!carcinoma!de!orofaringe!por!100.000!habitantes!por!ano,!atingindo!
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pouco!mais!de!1.000!novos!casos!por!ano37.!Para!os!carcinomas!de!cavidade!oral,!

essa!taxa!chega!a!mais!de!14.000!novos!casos!por!ano47.  

O!carcinoma!epidermoide!de!cabeça!e!pescoço!(CECP)! tem!uma! incidência!

global!estimada!em!mais!de!500.000!casos!e!300.000!mortes!ao!ano.!A!incidência!

de!CECP!causada!pelo!papilomavírus!humano!(HPV)!está!aumentando!em!muitos!

países! desenvolvidos,! enquanto! em! outras! áreas,! como! o! Brasil,! permanece!

indefinida!a!associação!entre!o!HPV!e!o!desenvolvimento!desses!tumores.!Questões!

sobre!o!papel!das!diferenças!geográficas!no!CECP!associado!ao!HPV!ainda!não!

foram!elucidadas!55,56,57,58.!

Além! das! evidências! do! envolvimento! do! HPV! na! etiologia! dos! CE! de!

orofaringe13,!parece!haver!uma!correlação!significativa!entre!a!presença!de!infecção!

e!a!resposta!mais!efetiva!ao!tratamento!dos!pacientes!com!esse!tumor21,59,60.!O!DNA!

do!HPV!está!presente!em!aproximadamente!25%!dos!CECP!e,!nos!EUA,!cerca!de!

50%!dos!CE!de!orofaringe!contém!DNA!de!HPV!de!alto!risco16.!

Vários! relatos! na! literatura! indicam! que! o! prognóstico! dos! pacientes! com!

tumores!de!orofaringe!HPV!positivos!é!melhor! do!que!dos! casos!HPV!negativos,!

independentemente!do!status!linfonodal,!idade,!estádio!clínico,!diferenciação!tumoral!

ou! gênero4,61,62,63,64,65.! Além! disso,! esses! tumores! respondem! melhor! a! diversos!

tratamentos,! entre! eles! a! cirurgia,! radioterapia! convencional! e! fracionada,!

quimioterapia! de! indução,! quimioterapia! adjuvante! e! quimioterapia! de! indução!

associada!à!quimioterapia!adjuvante59,60,65,66.!

Os! mecanismos! exatos! que! levam! a! um! melhor! prognóstico! nos! casos!

associados!ao!HPV!ainda!não!foram!plenamente!elucidados.!Estudos!em!literatura!

apontam!a!correlação!inversa!entre!a!infecção!pelo!HPV!e!o!status!de!TP53!como!

um! dos! fatores! de! bom! prognóstico,! sendo! uma! possível! explicação! à! resposta!

apoptótica! mediada! pelo! TP53! intacta! nos! tumores! HPV! positivos.! Outra!

possibilidade! seria! a! presença! de! fatores! imunológicos! relacionados! aos! tumores!
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cujo!fator!carcinogênico!principal!é!a!infecção!pelo!HPV,!devido!a!linfócitos!infiltrantes!

de! tumor! (TILs)! conferindo! um! efeito! protetor! através! de! uma! resposta! imune!

adaptativa!do!hospedeiro!dirigida!contra!antígenos!virais!4,21,67,68,69.!

!

!

!

! !
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Justificativa 
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2!JUSTIFICATIVA!

!

Sendo! o! HPV16! sabidamente! relacionado! a! uma! fração! dos! tumores! de!

orofaringe,!principalmente!das!tonsilas!palatinas,!a!causa!do!tropismo!desse!tipo!viral!

por! esses! epitélios! ainda! não! foi! elucidada.! Os! estudos! de! tropismo! e! de! outras!

características! biológicas! dentre! os! HPV! 16,! como! sua! maior! capacidade!

oncogênica,! tem! focado! em! regiões! específicas! do! genoma! viral,! como! a! região!

regulatória!ou!os!oncogenes!E6!e!E7.!O!sequenciamento!completo,!aqui!proposto,!

poderá!dar!uma!visão!completa!das!semelhanças!e!diferenças!entre!cepas!distintas,!

eventualmente!identificando!padrões!correlacionáveis!ao!tropismo!viral,!entre!outras!

particularidades.!!

! !
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Objetivos 
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3!OBJETIVO!GERAL!

!

Determinar!a!prevalência!de!HPV!em!carcinomas!de!cabeça!e!pescoço!e!nas!

tonsilas!não!neoplásicas!e!realizar!a!genotipagem!dos!tipos!de!HPV!em!amostras!de!

cabeça!e!pescoço.!

!

3.1!Objetivos!específicos!

Sequenciar! o! genoma! completo! do! HPV,! a! fim! de! identificar! alterações!

específicas!características!dos!vírus!presentes!nos!tumores!de!orofaringem!

Sequenciar! as! regiões! do! genoma! humano! que! flanqueiam! os! sítios! de!

integração!do!HPV16,!em!ambos!os!grupos,!para!verificar!se!há!regiões!preferenciais!

de!inserção!viral.!

!

! !
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4!METODOLOGIA!

! !

4.1!Casuística!

As! amostras! de! carcinoma! de! cabeça! e! pescoço! avaliadas! no! presente!

estudo!fazem!parte!dos!projetos!colaborativos!do!Grupo!de!Estudos!de!Câncer!de!

Cabeça!e!Pescoço!]!GENCAPO!1!e!2!(Registro!CONEP!16491).!Foram!incluídas!

510!amostras!do!projeto,!todos!os!tecidos!fixados!em!formalina!e!emblocados!em!

parafina.!!

As! amostras! não! neoplásicas! de! tonsila! foram! coletadas! em! cirurgias! de!

uvulopalatofaringoplastias,!conhecida!como!"cirurgia!do!ronco"!em!adultos!apneicos,!

sob!responsabilidade!do!Dr.!Ronaldo!Frizzarini,!da!disciplina!de!otorrinolaringologia!

da! Faculdade! de!Medicina! da! Universidade! de! São! Paulo,! além! de! amostras! de!

pacientes!submetidos!à!tonsilectomia!sem!alterações!inflamatórias!na!tonsila.!Essa!

coleta! faz!parte!do!projeto!de!mestrado!da!aluna!Jéssica!Boscariol!da!Silva! (IMT]

USP,!do!mesmo!grupo!de!pesquisa/orientador).!A!prevalência!de!HPV!neste!tipo!de!

amostra!é!pouco!conhecida,!mas!estudos!na!literatura!apontam!variações!de!0!a!15%!

para!amostras!de!biópsias!normais,!e!de!2,8!a!25%!para!amostras!de!enxague!bucal,!

dependendo!da!metodologia!avaliada71.!Desta!forma,!foram!incluidos!113!pacientes!

provenientes!dos!dois!hospitais!participantes,!que!geraram!452!amostras!(2!alíquotas!

de!cada!amostra,!lado!esquerdo!e!direito),!no!período!de!30!de!janeiro!de!2013!a!14!

de!setembro!de!2016.!!

Esse!estudo!tem!a!aprovação!da!Comissão!de!Ética!para!Análise!de!Projetos!

de!Pesquisa!do!HC!(CAPPesq)!sob!o!parecer!173.181.!

!

4.2!Extração!de!DNA!

O! isolamento! do! DNA! das! amostras! normais! de! tonsila,! obtidas! a! fresco! e!

mantidas!congeladas!a!]70ºC,!foi!realizado!utilizando]se!o!kit!Qiagen'DNeasy'blood'
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&' tissue' kit! (Qiagen,! São! Paulo,! Brasil),! seguindo! o! protocolo! recomendado! pelo!

fabricante.! Às! amostras,! foi! adicionado! 20μL! de! Proteinase! K! (10mg/mL)! para!

promover!a!digestão!enzimática!e! lise!do! tecido,! seguido!da!adição!de!180μL!de!

Tampão!ATL.!As!amostras!foram!incubadas!à!temperatura!de!56°C,!overnight.!Em!

seguida,! foi!adicionado!200μL!de!Tampão!AL!para!completar!a! lise!dos! tecidos!e!

etanol!na!concentração!entre!96%]100%,!para!agrupar!as!moléculas!de!DNA.!As!

amostras!lisadas!foram!transferidas!para!a!coluna!QIAamp!MinElute!em!um!tubo!de!

coleta!de!2mL,!em!seguida!foi!adicionado!na!coluna!500μL!de!Tampão!AW1!e!500μL!

de! Tampão! AW2! para! lavagem.! Após! esse! processo,! os! tubos! seguiram! para!

centrifugação!a!20.000xg!e!a!coluna!transferida!para!um!tubo!final!de!1,5mL!onde!

aplicou]se!20]100μL!de!Tampão!AE!de!eluição!no!centro!da!membrana!e!uma!nova!

centrifugação!a!20.000xg!por!1!min,!separando!apenas!o!DNA.!!

Para!verificação!da!concentração!e!pureza,!todas!as!amostras!extraídas!foram!

quantificadas!no!comprimento!de!onda!de!260nm!e!sua!pureza!atestada!pela!razão!

260/280nm! e! 260/230nm.! As! medidas! foram! realizadas! no! espectrofotômetro!

NanoDrop! 2000/2000C! (Spectrophotometer,' Thermo' Scientific,' Wilmington,'

Delawere,'EUA).!Após!esse!processo,!todas!as!amostras!de!DNA!foram!diluídas!a!

50ng/μL!e!armazenadas!em!freezer!a!temperatura!de!]20°C.!!

Os! tumores! fixados! em! formalina! e! incluídos! em! blocos! de! parafina! de!

amostras!de!carcinoma!de!cabeça!e!pescoço!foram!tratados!com!solução!de!octano!

e!etanol!100%!para!desparafinização!e!digeridos!com!solução!de!proteinase!K.!Para!

posterior!extração!do!DNA!genômico,!foi!utilizado!o!QIAamp'DNA'FFPE'Tissue'Kit'

(Qiagen,! São! Paulo,! Brasil)! seguindo! especificações! do! fabricante! acima! e! a!

quantificação! das! amostras! foi! realizada! em! espectrofotômetro! seguindo! os!

parâmetros!de!pureza!e!qualidade!sugeridos!pelo!fabricante!e!especificadas!acima.!

Além!disso,!para!verificar!a!possibilidade!de!se!amplificar!as!amostras!de!DNA!

extraídas,! foi! realizada!a! reação!em!cadeia!da!polimerase! (PCR)!para!o!gene!da!
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beta]globina,!a!partir!de!100ng!de!DNA!com!os!iniciadores!PCO3!e!PCO472!(PCO3+!

CTT!CTG!ACA!CAA!CTG!TGT!TCA!CTA!GC!e!PCO4+!TCA!CCA!CAA!CTT!CAT!

CCA!CGT!TCA!CC),! amplificando!um! fragmento! de! 107pb.!A! reação!de!PCR! foi!

realizada!sob!as!seguintes!condições:!0,20mM!de!dNTP,!0,1μM!de!cada!iniciador,!

1.25U/μL!de!Taq'DNA'polimerase!(Invitrogem,!USA),!tampão!de!PCR!1X!(Invitrogem,!

USA),!2μg!de!DNA!genômico!e!água!destilada!deionizada!para!um!volume!final!de!

25μL.! A!mistura! de! reação! foi! amplificada! pelo! programa:! 1! ciclo! de! 94°C! por! 7!

minutos,!35!ciclos!(94�C!por!1minuto,!55�C!por!1minuto!e!72°C!por!1!minuto)!e!1!

ciclo!de!72°C!por!10!minutos.!!

Após!a!realização!da!PCR,!os!produtos!amplificados!foram!visualizados!em!gel!

de!agarose!a!2%!(Agarose'Ultrapure'TM'–'Invitrogen'Life'Technologies)!em!tampão!

TAE!1X![DNA'Typing'Grade'TAE'Buffer!–!GIBCO!–!Invitrogen!Corporation!(2mM!Tris]!

Acetato! e! 50mM! de! ácido! etilenodiaminotetracético! ]! EDTA)],! corado! com! SYBR!

Safe™!1X!(Invitrogen,!USA).!Os!produtos!da!amplificação!e!o!padrão!de!tamanho!

molecular! de! 100pb! (Invitrogen,! USA)! foram! aplicados! no! gel! de! agarose! e!

submetidos!a!uma!corrente!constante!de!90!amperes!por!50!minutos,!e!visualizados!

sob!luz!ultravioleta!(UV).!

!

4.3!Genotipagem!de!HPV!!

Os!casos!positivos!para!beta]globina!foram!submetidos!a!genotipagem,!para!

determinar!aqueles!que!continham!a!presença!do!HPV.!Para!essa!genotipagem!foi!

utilizado!o!kit! InnoOLipa'HPV! (Innogenetics,!Gent,!Bélgica),!capaz!de! identificar!28!

tipos!de!HPV,!sendo!18!de!alto!risco!]!HR]HPV!e!10!de!baixo!risco!]!LR]HPV.!Esse!

teste! se!baseia!na!amplificação!do!DNA!alvo!por!PCR!utilizando! iniciadores!para!

regiões! consenso! para! os! HPV! avaliados! e! hibridação! reversa! dos! produtos!

amplificados!em!tiras!que!contem!sondas!específicas!para!os!mesmos.!!
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Para! as! amostras! não! tumorais! de! tonsila,! foi! realizada! a! PCR! com! os!

iniciadores!PGMY09/11!que!amplificam!fragmentos!de!450pb!da!região!L1!de!vários!

tipos!de!HPV,!sendo!considerado!padrão!ouro!na!detecção!do!vírus!e!descritos!em!

estudos!prévios26.!A!PCR!foi!realizada!no!termociclador!com!volume!final!de!25μL,!

dos!quais! foram!utilizados!60nM!de! iniciadores!PCO4!e!GH20!(PCO4+!TCA!CCA!

CAA!CTT!CAT!CCA!CGT!TCA!CC!e!GH20+!GAA!GAG!CCA!AGG!ACA!GGT!AC),!

200nM!de!iniciadores!PGMY09/11,!250ng!de!DNA!extraído,!2U!de!Platinum'Taq'DNA'

Polymerase!(Invitrogem,!USA),!0,2mM!de!cada!dNTP!e!2mM!de!MgCl2.!Os!ciclos!das!

reações!foram!realizados!seguindo!o!protocolo!para!amplificação:!1!ciclo!de!94°C!por!

7!minutos,!40!ciclos!(95°C!por!5!minutos,!95°C!por!1!minuto,!55°C!por!1!minuto,!72°C!

por!1!minuto)!e!1!ciclo!de!72°C!por!7!minutos).!

Após!a!PCR,!os!produtos!da!reação!foram!analisados!por!meio!de!eletroforese!

submetido! a! uma! corrente! constante! de! 100! amperes! por! 30! minutos.! O! gel! de!

agarose!foi!realizado!a!1,5%!(Agarose!Ultrapure!TM!–!Invitrogen!Life!Technologies)!

com!tampão!TAE!1X,!e!visualizados!sob!luz!ultravioleta!(UV).!

!

4.4!PCR!em!tempo!real!para!HPV16!

A! genotipagem! das! amostras! não! tumorais! de! tonsila,! assim! como! a!

confirmação!dos!casos!positivos!para!HPV16!no! InnoOLipa,! foi! realizada!por!PCR!

quantitativo! (em! tempo! real),! específico! para! HPV16.! A! PCR! em! tempo! real! foi!

realizada!com!o!sistema!TaqMan'Universal'PCR'Master'Mix!2x!(Applied'Biosystems,!

Inc.,!EUA)!com!par!de!iniciadores!específicos!da!região!de!E7!do!HPV16!descrito!por!

Walboomers!e!colaboradores73!além!de!uma!sonda! também!específica!para!essa!

região!por!nós!desenhada74!(E7F+!GAT!GAA!ATA!GAT!GGT!CCA!GCm!E7R+!GCT!

TTG!TAC!GCA!CAA!CCG!AAG!e!sonda!FAM!/CAA!GCA!GAA!CCG!GCA!AG/!MGB).!

Este! protocolo! já! foi! validado! em! nosso! laboratório! apresentando! sensibilidade! e!

especificidade!adequadas.!As!reações!de!PCR!em!tempo!real!foram!realizadas!no!
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termociclador! ABI' Prism®! 7300! HT! SDS! (Applied' Biosystems,! Inc.,! EUA)! para!

volume!final!de!25μL,!dos!quais!foram!utilizados!5μL!de!DNA!na!concentração!final!

de!100ng/μL,!400nM!de!iniciadores!HPV16]E7!senso!e!anti]senso,!200nM!da!sonda!

específica!para!HPV16,!completando!o!volume!final!com!água!livre!de!DNAse!RNAse!

(Gibco/BRL,! Life' Technologies,! USA).! A! amplificação! foi! realizada! segundo! o!

protocolo!pré]estabelecido:!50°C!por!2!minutos,!95°C!por!10!minutos,!seguido!de!40!

ciclos!de!(95°C!por!15!segundos,!55°C!por!1!minuto!e!60°C!por!1!minuto).!

As! análises! das! curvas! de! amplificação! foram! realizadas! no! software! 7300!

System!Software!(Applied'Biosystems,!Inc.,!EUA).!

!

4.5!Sequenciamento!de!nova!geração!(NGS)!no!IARC!:!Lyon!

Como!parte!da!colaboração!entre!o!GENCAPO!e!a!Agência!Internacional!de!

Pesquisa!sobre!Câncer!]!IARC,!Lyon,!França,!o!treinamento!no!sequenciamento!de!

amostras! de! cabeça! e! pescoço! para! identificar! mutações! em! genes! específicos!

associados!ao!desenvolvimento!de!CCP!foi!realizado!com!o!grupo!de!Epidemiologia,!

chefiado! pelo!Dr.! Paul! Brennan! e! o! grupo! de! Susceptibilidade,! chefiado! pelo!Dr.!

James!McKay.!

A! metodologia! de! sequenciamento! envolve! a! amplificação! de! sequências!

específicas!do!genoma!humano,!conhecido!como!Target'Seq.!Essa!técnica!provem!

do! desenvolvimento! de! iniciadores! customizados! para! o! estudo! dos! genes!

específicos!(Figura!1).!Para!essa!etapa!do!estudo!foram!amplificadas!as!sequências!

dos! genes! TP53,' CDKN2A,' PTEN,' NOTCH1,' CASP8,! conhecidos! por! terem! um!

papel! importante! no! desenvolvimento! dos! CCP,! frequentemente! relatado! com!

alterações!moleculares21.!!

As!etapas!seguintes!da!amplificação!envolveram!a!purificação!do!material!por!

meio!de!esferas!magnéticas!(beads),!construção!da!biblioteca!dos!fragmentos!alvo,!

PCR!de!emulsão!baseada!nas!partículas!esféricas!exclusivas!da!tecnologia!do!NGS!
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do! Ion' Torrent' PGM,! enriquecimento! e! sequenciamento! do! material,! seguindo! o!

protocolo!do!fabricante!e,!por!fim,!a!análise!dos!dados!gerados.!

!

!
Figura!1! :!Fluxograma!do!sequenciamento! realizado.!A.!Equipamento! Ion'Torrent'
PGM,! B.! Chip! utilizado! (Ion! 316TM).! C.! Validação! do! Chip! com! o! material! a! ser!
sequenciado!(um!dos!critérios!avaliados!no'QC'metrics'O'Torrent'Suite™'Software'
3.6.2).!D.!Fluxograma!da!análise!das!sequencias!geradas.!
!

!

4.6!Sequenciamento!de!nova!geração!(NGS)!HPV16!

Como!o!objetivo!desse!projeto!foi!identificar!os!pontos!de!inserção!do!DNA!viral!

no!genoma!do!hospedeiro,!foi!utilizada!uma!metodologia!que!se!baseia!na!captura!

do!material!genômico!viral!a!partir!de!amostras!de!DNA!do!hospedeiro.!As!amostras!
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que! tinham! infecção! por! HPV16! exclusivo! foram! selecionadas! para! o!

sequenciamento.!Para!isso,!a!etapa!inicial!foi!a!construção!de!uma!biblioteca!de!DNA!

genômico!utilizando!o!Kit! de!preparo!de!biblioteca! Ion'Xpress! e! também!o!Kit! de!

adaptadores!Ion!com!“barcode”!(código!de!barras),!permitindo!a!análise!em!paralelo!

de!até!16!amostras!em!uma!mesma!corrida.!!

Com! as! bibliotecas! prontas,! foi! realizada! a! captura! da! porção! do!DNA! que!

contém!sequências!do!DNA!viral.!Para!isso,!foi!sintetizado!um!kit!de!captura!de!DNA!

customizado!a!partir!de!sondas!de!oligonucleotídeos!marcados!com!biotina,!com!a!

tecnologia!SureSelect!(Life'Technologies).!A!captura!contém!entre!20!e!500!Kb,!que!

é!suficiente!para!cobrir!o!genoma!de!subtipos!distintos!do!vírus!HPV.!Nesse!caso,!

foram!customizadas!sequências!para!os!HPV!de!maior!importância!clínica,!além!do!

HPV16,!que!são!o!HPV!18,!33,!35,!31,!45,!52,!56,!68!e!o!HPV!11!de!baixo!risco.!A!

sequência!dos!oligonucleotídeos!biotinilados!são!complementares!ao!DNA!viral!e,!

após!a!incubação!com!o!DNA!extraído!da!amostra!biológica,!o!material!hibridizado!é!

capturado! com! esferas! magnéticas! cobertas! com! estreptavidina.! Esse! material!

enriquecido!com!sequências!do!DNA!viral!deveria!conter!as!bordas!das!regiões!de!

inserção!no!genoma!humano,!uma!vez!que!o!desenho!das!“iscas”!foi!realizado!de!

modo! que! permitisse! a! captura,! além! das! sequências! alvo! do! HPV,! sequencias!

ajusantes!de!DNA!humano!(em!torno!de!100pb!–!“near'target”)!(Figura!2).!
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!
Figura! 2! :! Processo! de! preparo! da! biblioteca! (adaptado! do! Manual! da! Agilent'
Technologies,'Inc.'2014,'2016),!desde!o!preparo!da!amostra!genômica!(HPV16)!até!
o!produto!amplificado!que!será,!posteriormente,!sequenciado.'

!

!O!material!enriquecido!foi!sequenciado!no!Chip!316,!que!permite!a!geração!de!

dados!entre!300Mb!a!1Gb,!com!a!química!Hi]Q!no!Ion'PGM!(Life'Technologies).!Essa!

química! de! sequenciamento! permite! leituras! de! 400pb,! que! devem! ser! longas! o!

suficiente! para! que! algumas! das! leituras! abranjam! regiões! tanto! do! genoma! viral!

quanto!do!genoma!humano,!o!que!permitiria!a!definição!dos!pontos!de!inserção.!

O! sequenciador! Ion! PGMTM! da! Life' Technologies! utilizado! está! no! sistema!

multiusuário! no! Instituto! de!Medicina!Tropical! –! IMT/USP.!É! um! sequenciador! de!

nova!geração!com!alta!capacidade!de!geração!de!dados.!Todo!o!sequenciamento!é!

feito!através!da!medição!da!liberação!de!íons!H+!durante!a!ação!da!polimerase,!os!

quais!ativam!uma!camada!sensora!nos!chips!semicondutores,!produzindo!um!sinal!

elétrico.!
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4.7!Análise!das!sequências!

As!sequências!obtidas!foram!analisadas!pelo!grupo!da!Dr.!Lisa!Mirabello,!da!

Divisão! de! Epidemiologia! do! Câncer! e! Genética,! NCI,! NIH,! Rockville,! MD,! USA,!

alinhadas!utilizando!o!programa!ClustalX75,! juntamente!com!sequências!referência!

dos!diferentes!tipos!de!HPV,!obtidas!no!GenBank.!O!alinhamento!foi!visualizado!e!

inspecionado! no! programa! BioEdit! (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html).! A!

confirmação! do! tipo! de! HPV! por! análises! filogenéticas,! realizadas! por! meio! dos!

critérios!de!distância!(Neighbor!Joining)!e!máxima!verossimilhança!implementados!

no!programa!MAFFT76,!utilizando!o!modelo!de!substituição!nucleotídica!definido!pelo!

ModelTest3.7
77! e! com! verificação! de! suporte! de! ramos! por! bootstrap! com! 1000!

réplicas.!

! !
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! !

Resultados e Discussão 
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5!RESULTADOS!E!DISCUSSÃO!

! !

5.1!Casuística!de!Cabeça!e!Pescoço!

As! amostras! de! carcinoma! de! cabeça! e! pescoço! foram! provenientes! dos!

projetos!Gencapo!1!e!2!(Registro!CONEP!16491).!Como!parte!do!estudo!colaborativo!

entre!o!Gencapo!e!o!IARC!(Agência!Internacional!de!Pesquisa!sobre!Câncer,!Lyon,!

França),! 510! amostras! de! material! parafinado! provenientes! de! três! diferentes!

instituições!da!cidade!de!São!Paulo!(369!amostras!do!Hospital!das!Clínicas!de!São!

Paulo!]!HCm!84!amostras!do!Hospital!Heliópolis!]!HH!e!57!amostras!do!Instituto!do!

Câncer! Arnaldo! Vieira! de! Carvalho! –! ICAVC).! O! fluxograma! abaixo! (Figura! 3)!

apresenta,!de!uma!maneira!geral,!as!amostras!e!as!metodologias!aplicadas!nesse!

estudo.!

!

!

!

!

!

!

!

Figura!3!–!Fluxograma!das!amostras!avaliadas!nesse!estudo.!Em!vermelho!estão!
representadas!o!coorte!de!amostras!de!carcinoma!de!cabeça!e!pescoço!e!em!verde,!
amostras! não! neoplásica.! Dentro! de! cada! círculo! está! apresentado! o! número! de!
amostras!que!resultaram!das!análises!realizadas!na!legenda.!'

!

Das!amostras!não!neoplásicas!de!orofaringe!analisadas,!como!parte!do!projeto!

de! mestrado! da! aluna! Jéssica! Boscariol! da! Silva,! nenhum! dos! 113! pacientes!

apresentou!o!HPV!no!tecido!analisado.!Foram!incluídas!47!mulheres!de!18!a!58!anos,!

com!idade!média!de!28,5!anos!(DP!9,5!e!mediana!de!27!anos)!e!66!homens!de!18!a!

68!anos,!com!idade!média!de!34!anos!(DP!10,5!e!mediana!33!anos).!

Amostras 
Carcinoma CP

Amostras não 
Neoplásica CP

510 
Gencapo 

113 
Tonsilas 491 

49 
HPV+ 345 98 

Número Amostral Número Amostral 

12 
Zero 

HPV+ 113 
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As!amostras!de!CCP!que!amplificaram!a!beta]globina!(491!amostras!no!total:!

350!HC,!84!HH!e!57!ICAVC)!foram!genotipadas!pelo!kit!InnoOLipa'HPV,!das!quais!49!

amostras! foram! positivas! para! HPV! (10%! do! total),! sendo! 38! amostras!

exclusivamente!HPV! 16! (78%! das! amostras! positivas),! quatro! amostras! positivas!

para!HPV11!(8%!das!amostras!positivas),!duas!amostras!HPV!66!(4%!das!amostras!

positivas)! e! cinco! amostras! apresentaram! infecção! múltipla! (10%! das! amostras!

positivas).!

Apesar! de! se! demonstrar! em! crescimento,! comparada! a! estudos! prévios,! a!

baixa!prevalência!do!HPV!em!populações!brasileiras!de!CCP!tem!sido!um!achado!

recorrente!na!literatura37,47,55,56,57,58,!discordando!dos!dados!de!países!da!Europa!e!

América!do!Norte!(Tabela!1).!Ao!que!tudo!indica,!países!em!desenvolvimento!ainda!

resguardam! as! características! convencionais! da! carcinogênese! dos! tumores! de!

cabeça!e!pescoço,!associados!majoritariamente!com!o!consumo!abusivo!de!tabaco!

e!álcool.!

!
Tabela!1!–!Prevalência!de!HPV!em!amostras!brasileiras!de!CCP!de!orofaringe.!

Autor e ano n. de casos % HPV Método Período da coleta 

Rosa-Sacoman, 2018* 24 25 
Inno Lipa DNA e HPV16 

RT-PCR 
2002-2010 

Barros-Filho et al., 2018 40 58 Linear array < 2011 

Anantharaman et al., 2017 171 4,1 
HPV16 DNA e expressão 

de p16INK4a  
2002-2015 

Betiol et al., 2016 28 14,3 Inno Lipa DNA 1991-2012 

López et al., 2014 91 6,6 
Inno Lipa DNA e 

PGMY09/11 
1998-2008 

Ribeiro et al., 2011 68 4,4 
PGMY09/11 seguido de 

HPV16 PCR 
1998-2003 

 *artigo em preparação; Referências extraídas do artigo em preparação - Apêndice A. 
!

Para! os! 369! tumores! de! cabeça! e! pescoço! do! Hospital! das! Clínicas! da!

Faculdade!de!Medicina!da!Universidade!de!São!Paulo!incluídos!neste!estudo,!foram!

também!analisados!alguns!dados!clínicos!e!epidemiológicos!dessa!população.!
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Esta!casuística!consiste!basicamente!de!homens!(quase!90%!da!população)!

com! idade! entre! 27! e! 90! anos! (média:! 61m! DP:! 10),! e! 92%! dos! tumores! eram!

carcinomas!de!células!epidermoides.!A!taxa!de!positividade!para!o!DNA!de!HPV!foi!

de!mais!de!7%!dos!tumores!de!cabeça!e!pescoço!(25/350!amostras!genotipadas),!

dentre!estes!80%!foram!HPV16,!seguido!pelo!HPV11,!HPV18/39!e!HPV31/33/44/52.!

Quando!estratificada!por!sítio!anatômico,!a!prevalência!de!HPV!varia!de!3,4%!(língua!

e!hipofaringe)!para!25%!(câncer!de!orofaringe!]!todos!HPV16).!

Esses! dados! resultaram! no! artigo! apresentado! no! APÊNDICE! A! (em!

preparação)!]!“Prevalence'of'HPV'in'head'and'neck'carcinomas'and'normal'tissue'

from'São'Paulo,'Brazil”.#Luciana#Reis#Rosa#Sacoman,'Jéssica'Boscariol'da'Silva,'

Luisa'Lina'Villa,'Eloiza'Helena'Tajara'da'Silva,'GENCAPO'Group,'José'Eduardo'Levi.'

!

5.2!Sequenciamento!de!nova!geração!(NGS)!no!IARC!:!Lyon!

As!amostras!que! foram!utilizadas!no!sequenciamento!eram!provenientes!de!

tecidos!fixados!e!emblocados!em!parafina!do!GENCAPO!1,!e!o!material!foi!extraído!

no!laboratório!de!Virologia!do!Instituto!de!Medicina!Tropical!da!Universidade!de!São!

Paulo!e!enviado!ao!IARC.!

No!total,!98!amostras!que!possuíam!dados!clínicos!completos!e!amostras!de!

sangue!periférico!pareadas!(para!posterior!análise!de!mutações!germinativas)!foram!

quantificadas! por! fluorometria! no! equipamento!Qubit! (Thermo' Fisher' Scientific)! e!

apresentaram!padrão!ótimo!de!concentração!inicial!para!a!metodologia!(pelo!menos!

4ng/µL).!!

A! investigação! de! como! alterações! somáticas! no! CECP! interagem! com!

fatores!ambientais!e!fatores!de!risco!do!hospedeiro!para!o!desenvolvimento!do!tumor!

é!de!extrema!importância!para!elucidar!o!processo!de!carcinogênese.!Nesse!quesito,!

a!avaliação!de!alterações!no!número!de!cópias!se!mostra!uma!ferramenta!usual!para!
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a!identificação!de!eventuais!alterações!nos!genes!responsáveis!pela!transformação!

maligna.!!

Os! dados! parciais! exclusivos! da! análise! do! grupo! brasileiro! estão!

apresentados!abaixo!(Figura!4).!O!perfil!mutacional!mostrou!uma!associação!tanto!

com! exposições! ambientais! quanto! com! características! clínicas,! sendo! essas!

alterações!importantes!como!preditores!da!sobrevida!global!do!CECP.!Os!principais!

fatores!avaliados!foram:!presença!de!HPV,!consumo!de!tabaco!e!álcool,!localização!

anatômica!e!as!mutações!identificadas!(SNV!–!variação!de!nucleotídeo!único,!DEL!

–!deleção,!INS!–!inserção).!

!

!

Figura! 4! –!Perfil! mutacional! das! amostras! do!GENCAPO! avaliadas! no! IARC.! A.!
Clusterização!dos!critérios!clínicos!das!amostras,!como!presença!de!HPV!(verde),!
uso! de! álcool! e! tabaco! (marrom),! e! o! tipo! do!CCP! (colorido)! e! abaixo,! os! genes!
(linhas)!e!o!tipo!de!mutação!apresentada!em!cada!paciente!(colunas).!B.!Legenda!
das! cores! e! associações! com! o! perfil! clínico! e! epidemiológico.! C.!Gráfico! com! a!
frequência!mutacional!pra!cada!um!dos!genes!analisados!na!população.!ND!–!não!
determinado,!SNV!–!variação!de!nucleotídeo!único!(amarelo),!DEL!–!deleção!(azul),!
INS!–!inserção!(rosa).!

A!

B! C!

Perfil Mutacional 
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Os! genes! mais! frequentemente! mutados! nessa! população! foram! TP53! e!

NOTCH1,! sendo!o!status!do!HPV!um!dado!sem!expressão!clínica! (poucos!casos!

sem!correlação!epidemiológica).!Esses!dados,!assim!como!a!análise!dos!resultados!

completos!que!envolve!a!comparação!de!dois!grupos!amostrais!de!CCP!de!regiões!

geográficas! diferentes,! está! no! artigo! apresentado! no!APÊNDICE! B! ]! �Genomic'

analysis'of'head'and'neck'cancer'cases'from'two'high'incidence'regions”'O'Perdomo'

S,' Anantharaman' D,' Foll' M,' AbediOArdekani' B,' Durand' G,'Reis# Rosa# LA,' et' al.'

(2018).'PLoS'ONE'13(1):'e0191701.'https://doi.org/10.1371/journal.'pone.0191701
81
.'

'

A! análise! de! dados! integrados,! genômicos! e! transcriptômicos,! é! uma!

ferramenta! bastante! utilizada! para! determinar! potenciais! genes! “drivers”! que!

direcionam!a!transformação!maligna!e!estão!diretamente!associados!ao!prognóstico!

e! resposta! ao! tratamento,! tendo! sua! importância! na! identificação! de! novos! alvos!

terapêuticos! nos! CECP,! principalmente! aqueles! localizados! na! orofaringe,! que!

sabidamente!tem!um!comportamento!celular!singular.!

Casos!positivos!de!HPV!de!alto!risco,!detectados!frequentemente!nos!tumores!

epidermoides!da!orofaringe,!foram!associados!a!melhores!prognósticos.!Diferentes!

perfis!de!expressão!são!observados!quando!comparados!tumores!HPV!positivos!e!

negativos.! A! identificação! de! potenciais! fatores! moleculares! associados! ao!

prognóstico! e! resposta! ao! tratamento! em! carcinomas! epidermoides! de! orofaringe!

avançados! está! no! artigo! apresentado! no!APÊNDICE! C! ] �Oncogenic' drivers' in'

11q13'associated'with'prognosis'and'response'to'therapy'in'advanced'oropharyngeal'

carcinomas”.' M.C.' BarrosOFilho*,' L.A.# Reis1Rosa*,' M.' Hatakeyama' et' al.' Oral'

Oncology'83'(2018)'81–90'(both'authors'contributed'equaly)
82
.!

!

!
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5.3!Sequenciamento!de!nova!geração!(NGS)!HPV16!

Como!o!objetivo!desse!projeto!era! identificar!os!pontos!de! inserção!do!DNA!

viral!no!genoma!do!hospedeiro,!a!metodologia!utilizada!foi!inteiramente!customizada!

para! essa! finalidade,! que! se! baseia! na! captura! do!material! genômico! viral! e! das!

sequencias!de!DNA!humano!que! flanqueiam!o!vírus.!Das!amostras!de!orofaringe!

positivas! para! HPV16! identificadas! e! sequenciadas,! apenas! quatro! delas!

demonstraram!qualidade!nas!sequências!após!a!definição!dos!parâmetros!iniciais,!

avaliados! pelo! laboratório! da! Dra.! Lisa! Mirabello83,! no! NIH/EUA! –! (Tabela! 2),!

enquanto!nenhumas!das!113!amostras!de!orofaringe!normal!revelaram!a!presença!

de!HPV16!para!que!pudessem!ser!submetidas!ao!sequenciamento.!

As!quatro!amostras!que!tiveram!cobertura!suficiente!no!sequenciamento!foram!

analisadas!de!maneira!descritiva,!uma!vez!que!não!foi!possível!realizar!uma!análise!

mais!robusta!com!esse!número!amostral.!A!baixa!eficiência!apresentada!na!reação!

de!sequenciamento!pode!ser!devido!ao!tipo!de!material!usado,!apesar!de!materiais!

emblocados!em!parafina!já!terem!demonstrado!reprodutibilidade!com!essa!mesma!

técnica,!ou!a!baixa!carga!viral!de!HPV!nas!amostras.!Entre!as!amostras!analisadas,!

ouve!uma!correlação!direta!entre!o!Ct!(ciclo!threshold)!de!amplificação!por!PCR!em!

tempo! real!do!HPV16!e!a!quantidade!de! “reads”!sequenciadas.!Amostras!com!Ct!

acima!de!30!não!obtiveram!dados!sequenciáveis!(Tabela!3).!

!

! !
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Tabela! 2! :! Cobertura! do! sequenciamento,! por! amostra! (1! a! 12! –! em! ordem!
decrescente!na!quantidade!de!“reads”)!e!por!amplicon!(fragmentos!do!genoma!do!
HPV).!Em!verde!estão!representadas!os!amplicons!com!quantidades!substanciais!de!
“reads”! e,! em! vermelho,! os! amplicons! com! pouca! ou! nenhuma! sequencia!
identificada.!!

!

!

!

!

! !

004.hpv.bam

5

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

4

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

002.hpv.bam

10

0

0

0

0

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

1

0

1

0

0

0

0

1

1

0

0

0

0

0

0

3

0

0

0

0

0

0

007.hpv.bam

42

0

2

0

2

1

1

0

7

0

0

3

0

1

0

0

0

0

2

1

0

1

0

0

1

0

0

1

0

1

1

0

0

1

1

0

1

1

0

3

4

1

0

0

0

0

3

0

0

2

010.hpv.bam

47

0

0

0

0

3

0

30

5

0

0

0

0

0

1

0

0

1

0

0

0

1

0

0

2

0

0

0

0

0

0

0

1

0

1

0

0

1

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

001.hpv.bam

189

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

38

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

151

0

0

0

0

0

003.hpv.bam

212

0

0

0

4

0

0

0

0

1

5

0

0

14

4

2

0

7

0

1

0

0

1

0

0

0

0

2

165

0

0

0

0

0

2

1

1

0

0

0

0

2

0

0

0

0

0

0

0

0

006.hpv.bam

765

0

81

23

4

2

1

0

1

0

0

2

0

1

3

47

3

26

0

0

0

0

0

0

0

0

4

67

13

37

0

3

0

66

3

0

22

2

236

0

0

0

0

73

42

1

2

0

0

0

011.hpv.bam

4403

0

196

25

38

0

0

0

0

0

7

244

0

0

299

0

0

50

0

0

2

57

147

406

67

34

2

268

454

400

133

238

129

167

105

142

15

0

267

0

72

43

237

0

0

0

35

9

0

115

008.hpv.bam

31705

676

1416

1555

909

908

696

1704

653

597

193

40

699

613

356

615

260

519

1091

206

10

911

328

199

368

0

0

4

213

346

374

235

16

205

978

1124

366

2138

1010

623

1330

571

766

883

2021

988

991

283

226

492

005.hpv.bam

115555

1142

2700

4450

4322

2629

2660

3151

3234

2612

1901

2414

1794

2285

2480

2017

3015

2226

1753

1721

6066

5556

2759

1299

1430

454

499

1925

2663

3313

1750

399

1835

2426

3213

2033

1776

2008

2849

1797

2628

2574

1907

1967

2715

1972

4131

1407
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Tabela!3!–!Correlação!entre!o!Ct!da!amplicação!(por!qPCR),!a!quantidade!de!“reads”!
(fragmentos!do!genoma!do!HPV)!e!dados!clínicos!dos!pacientes.!
!

AMOSTRA! Ct!qPCR!
HPV16! READS!TOTAL! SEXO! IDADE!AO!

DIAGNOSTICO!
LOCALIZAÇAO!
ESPECIFICA!

012_HPV16! ND! 994599! ND! ND! ND!

009_HPV16! 21,63! 310813! Masculino! 54! trigono!retromolar!

005_HPV16! 21,41! 115555! Masculino! 66! ND!

008_HPV16! 24,32! 31705! Feminino! 47! amigdala!direita!

!!ND:!não!determinadom!Ct:!ciclo!thresholdm!Idade!em!anosm!qPCR:!PCR!em!tempo!real.!
!

Dentre! as! características! clínicas! das! amostras,! a! proporção! de! 2:1! entre!

homens!e!mulheres!apresentada!para!a!prevalência!de!CCP!descritos!na!literatura47!

se!manteve,!com!idade!média!de!57,7!anos!e!desvio!padrão!9,6.!!

Novos!experimentos!para!determinar!o!limite!de!detecção!real!do!método!de!

NGS!devem!ser! realizados!a!partir!de!amostras!com!diferentes!concentrações!de!

HPV!previamente!conhecidas,!o!que,!apesar!de!ser!o! ideal,!precisa!ser!planejado!

adequadamente!devido!ao!alto!custo!dos!reagentes!para!o!sequenciamento.!

As! amostras! analisadas! pertencem! ao! gênero! Alphapapillomavirus,! com!

100%!de!identidade,!com!exceção!da!amostra!(008!–!99,14%)!como!mostra!a!análise!

filogenética,! um!padrão!da!análise! exploratória! de! sequências! de!DNA,! capaz!de!

mostrar! o! caminho!evolutivo! e! epidemiológico! de! agentes! etiológicos! de! doenças!

e/ou! o! caminho! evolutivo! de! seus! hospedeiros.! As! amostras! analisadas! são!

pertencentes!à!linhagens!específicas!(amostras!012,!009!e!005!–!A2!e!amostra!008!

–!linhagem!C).!!Essas!análises!foram!realizadas!no!programa!online!MAFFT!(Multiple'

alignment'program'for'amino'acid'or'nucleotide'sequences)76!e!no!laboratório!da!Dra.!

Lisa!Mirabello,!NIH!(Figura!5).!
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Figura! 5! :! Árvore! filogenética!
produzida! pelo! laboratório! da!
Dra.! Lisa! Mirabello! a! partir! das!
sequencias! geradas! e!
analisadas.! No! asterisco!
destacado!na!caixa!(*)!rosa!temos!
representada! as! amostras! de!
CCP!009!e!012,!no!asterisco!azul,!
a! amostra! 005,! e! no! asterisco!
verde!a!amostra!008,! de!acordo!
com! a! proximidade! do! genoma!
referência.!

*!

*!

*!
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Após!a!aplicação!dos!“pipelines”!desenvolvidos!pelo! laboratório!da!Dra.!Lisa!

Mirabello! (NIH),! as! sequências! obtidas! de! cada! amostra! foram! alinhadas! com! o!

genoma! de! referência! para! HPV16! (NC_001526.4)! no! programa!CLC' Genomics'

Workbench' 6! (Qiagen! Bioinformatics)! ferramenta! desenvolvida! para! analisar! e!

visualizar!os!dados!de!NGS!(Figura!6).!

Dentre!as!amostras!analisadas,!a!amostra!008!possui!uma!grande!região!sem!

cobertura!comparada!as!demais!amostras!sequenciadas!(aproximadamente!300pb)!

na!região!L2!do!genoma!viral.!Essa!abordagem!pode!ser!vista!como!uma!deleção!de!

parte!do!gene!codificando!a!proteína!L2!constituinte!minoritário!do!capsídeo!viral!e!

de!expressão!tardia,!possivelmente!devido!ao!processo!de!integração!do!DNA!viral!

no!genoma!humano!do!hospedeiro,! apesar! de!não! ser! uma! região!de! integração!

descrita!como!oncogênica32!(Figura!6!–!C).!

Outra!região!a!se!destacar!foi!um!“contig”!de!sequências!não!detectadas!em!

nenhuma!das!quatros!amostras!analisadas,!localizada!na!região!E6!do!vírus!HPV,!

que!codifica!uma!das!oncoproteínas!virais!essenciais!para!a!transformação!maligna!

(Figura!6!–!D).!

Maiores!esforços!serão!necessários!para!analisar!os!produtos!sequenciados,!

principalmente!nas!regiões!de!deleção.!Vale!a!pena!ressaltar!que!o!sequenciamento!

das!amostras!extraídas!de!blocos!de!parafina!no! Instituto! de!Medicina!Tropical! –!

USP,!não!interferiu!na!qualidade!das!análises,!que!se!mostrou!tão!eficiente!quanto!o!

sequenciamento! realizado!previamente!em!amostras! frescas!de! tecido!congelado,!

de!outras!casuísticas!do!grupo.!

!

!



 

    

!
Figura!6!–!Comparação!dos!produtos!amplificados!das!quatro!amostras!com! reads!detectados,!assim!como!o!genoma! referencia!do!
HPV16!(NC_001526.4).!A.!Genoma!completo!do!HPV16!referência!com!os!genes!destacados!e!B.!as!amostras!de!CECP!analisadas.!C.!
Destaque!da! imagem!B!na! região!de!deleção!da!amostra!008,! entre!3900!e!4200!nucleotídeos!e!D.!Destaque!da! imagem!B!em!um!
segmento!com!ausência!de!nucleotídeo!nas!quatro!amostras!analisadas.
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6!CONCLUSÕES!!

"

6.1!Prevalência!de!HPV!em!tumores!de!Cabeça!e!Pescoço!

A" prevalência" de" HPV" em" pacientes" com" CECP" de" tecido" emblocado" em"

parafina" correspondeu" a" 10%" (49" HPV+" /" 491" amostras)." Apesar" de" ser" uma"

prevalência"baixa"quando"comparada"a"outras" localizações,"como"EUA"e"Europa,"

que" chegam" a" ultrapassar" 60%," para" o" Brasil" é" uma" das" maiores" taxas" já"

reportadas25,"apesar"de"apresentar"dados"concordantes"na"prevalência"de"HPV16,"

que"corresponde"a"78%"das"amostras"positivas."

Devido"à"diversidade"de"sítios"anatômicos"de"carcinomas"de"cabeça"e"pescoço"

incluídos"nessa"casuística,"essa"prevalência"pode"ser"ainda"maior"se" isolados"por"

sítio"anatômico"específico,"como"é"o"caso"da"orofaringe,"na"qual"a"prevalência"atinge"

25%"dos"casos"desse"sítio"anatômico"nas"amostras"do"Hospital"das"Clínicas"de"SP,"

sendo" todos" os" casos" positivos" para" HPV" 16," confirmando" sua" alta" prevalência"

dentre"os"tumores"dessa"região"associados"ao"papilomavírus"humano."

Observou]se" um" aumento" significativo" da" prevalência" do" DNA]HPV" em"

tumores" de" orofaringe" quando" comparado" a" série" anterior," com" HPV16"

desempenhando"o"principal"papel"da"carcinogênese"desses"tumores"(Tabela"3)."

A"divergência"nas"taxas"de"DNA"do"HPV"observada"pode"ser"atribuída"não"só"

as"diferenças"nas"metodologias"utilizadas"para"a"detecção"do"HPV"nos"diferentes"

estudos,"mas"também"às"características"dos"indivíduos"em"estudo,"incluindo"práticas"

sexuais,"status"econômico"e"social." Infelizmente,"a"ausência"de" informações"sócio"

demográficas" e" de" comportamento" sexual" dos" pacientes" avaliados" impede" uma"

análise"adicional."

Em" conclusão," a" crescente" frequência" de" DNA" de" HPV" em" CECP"

(principalmente"na"orofaringe)"corrobora"a"hipótese"de"que"o"HPV"está"iniciando"sua"

projeção"nesse"continente,"apesar"de"não"estar"circulante"entre"o"tecido"normal"de"
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tonsila" da" população" brasileira." Estudos" envolvendo" a" avaliação" da" expressão"

proteica"associada"à"infecção"por"HPV"devem"ser"conduzidos"para"reforçar"se"esse"

perfil" crescente" de" DNA" de" HPV" também" reflete" uma" crescente" participação"

etiológica"do"HPV"16"nos"novos"casos"de" tumores"epidermoides"de"orofaringe"no"

Brasil."

"

6.2!Análise!Mutacional!em!tumores!de!Cabeça!e!Pescoço!

A"análise"piloto"de"98"casos"de"tumores"de"cabeça"e"pescoço"do"Gencapo"em"

colaboração"com"o"IARC"levou"ao"sequenciamento"de"genes"específicos"associados"

ao"desenvolvimento"de"tumores"de"cabeça"e"pescoço."O"status"HPV"desta"amostra"

foi" baseado" em" sorologia" anti]HPV16]E6." Essa" casuística" apresentou" 8%" de"

positividade"para"o"HPV,"no"entanto,"75%"dos"casos"apresentaram"mutação"em"pelo"

menos"um"gene"dos"cinco"genes"analisados."Esta"evidência"aumenta"a"discussão"

do"papel"do"HPV"como"um"indutor"de"carcinogênese"ou"simplesmente"um"agente"

passivo"no"processo"natural"de"carcinogênese"dos"tumores"de"cabeça"e"pescoço.""

Foram"identificados"casos"de"CEC"com"poucas"alterações"que"se"diferenciam"

como"um"subconjunto"de"tumores"de"cabeça"e"pescoço"dirigidos"predominantemente"

por" mutações" gênicas" e" alterações" focais" em" vez" de" eventos" de" instabilidade"

cromossômica," sendo" caracterizados" por" uma" maior" sobrevida" geral." Avaliações"

mais" específicas" são" necessárias" para" estabelecer" esta" associação" entre" as"

alterações" “drivers”" e" “passengers”" nas" amostras" HPV" positivas," assim" como" as"

informações"relatadas"no"artigo"apresentado"no"Apêndice"B,"que"mostrou"uma"clara"

associação" com" ambas" as" exposições" ambientais" (consumo" de" álcool" e" fumo" e"

infecção" pelo" HPV)" e" às" características" clínicas." Mais" estudos" integrando" dados"

genômicos,"clínicos"e"epidemiológicos,"especialmente"em"populações"de"alto"risco,"

são"necessários"para"melhor"identificar"a"estratificação"de"alto"risco"e"caracterizar"o"

prognóstico"de"casos"de"câncer"de"cabeça"e"pescoço."
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6.3!Sequenciamento!de!nova!geração!(NGS)!HPV16!

O"sequenciamento"do"HPV16"em"amostras"de"CCP,"principalmente"aqueles"

da"orofaringe," apresentou"um"desafio" importante"no"desenvolvimento"dessa" tese."

Esse" foi"o"objetivo" inicial"e"principal"apresentado,"com"o" intuito"de"correlacionar"o"

sequenciamento"dessas"amostras"com"o"sítio"de" integração"ao"DNA"humano,"em"

regiões"conhecidas"de"instabilidade"cromossômica,"e"comparar"com"o"HPV16"que"

igualmente"infecta"a"região"da"cérvix"uterina."

O"protocolo"desenvolvido"foi"inteiramente"customizado,"elaborado"em"conjunto"

com"o"suporte"técnico"da"empresa,"porém,"devido"a"questões"técnicas,"muitos"foram"

os"contratempos"encontrados"nessa"elaboração."Infelizmente,"por"esse"motivo,"não"

tivemos"sucesso"na"detecção"das"regiões"de"DNA"humano"flanqueadoras,"além"do"

baixo"rendimento"obtido"com"as"amostras"sequenciadas,"assim"como"a"ausência"de"

amostras"representativas"da"cérvix"uterina"para"realizar"a"comparação"entre"o"vírus"

nos"diferentes"sítios"anatômicos,"como"proposto"inicialmente."

Apesar" disso," a" análise" em" colaboração" com" o" NIH" apresentou" dados"

interessantes" que" precisam" ser" confirmados" posteriormente," principalmente" nas"

regiões"de"deleção.""

! !
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Prevalence of HPV in head and neck carcinomas and normal tissue from 

Sao Paulo, Brazil 
 

Luciana Reis Rosa Sacoman, Jessica Boscariol da Silva, Luisa Lina Villa, Eloiza 

Helena Tajara da Silva, GENCAPO Group, Jose Eduardo Levi. 
 

 

Background: Human papillomavirus (HPV) is an important etiologic agent in a subset 

of human tumors and HPV16 is the most prevalent type in tumors of the oropharynx, 

but varies widely according to tumor site and geographical region. The aim of this 

study is to investigate the frequency of high-risk HPV (hrHPV) DNA in a large 

Brazilian cohort of patients with HNSCC and a comparative group of non-neoplasic 

tonsils. Methods: Formalin-fixed paraffin-embedded specimens of HNSCC were 

available from 510 patients who were recruited at three Brazilian hospitals and fresh 

tonsillar tissue was obtained from 113 patients without neoplasia that underwent 

surgery for non-neoplasic causes. HPV detection and genotyping from FFPE HNSCCs 

was performed by the Inno-Lipa method while PGMY09/11 PCR was employed for 

non-neoplastic frozen tonsillar tissues. All HPV positive samples had the HPV16 

presence investigated by type-specific real-time PCR. Results: The frequency of high-

risk HPV DNA in HNCSS was 10% (49/491), 78% of which were HPV16. There was 

a huge variability in the prevalence of HPV in the tumors according to the anatomical 

site, ranging from 3.4% (base of the tongue and hypopharynx) to 25% (oropharynx). 

In contrast, no hrHPV-DNA was present in the non-neoplastic tonsils analyzed. 

Conclusion: In the current study, the increasing frequency of HPV DNA in HNSCC 

(mainly in the oropharynx) corroborates the hypothesis that HPV is initiating its 

projection in this continent, although it is not yet circulating among the normal tonsil 

tissue of the Brazilian population. Studies involving the evaluation of protein 

expression associated with HPV infection should be conducted to reinforce whether 

this increasing profile of HPV DNA also reflects an increasing etiological involvement 

of HPV16 in the new cases of oropharyngeal squamous cell carcinomas in Brazil. 

 

Keywords: Head and Neck cancer, oropharyngeal cancer, normal tonsils, HPV 

prevalence, high-risk HPV 
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Background 

Head and neck cancer (HNC) is a broad term that encompasses malignant 

epithelial changes including those from the paranasal sinuses, oropharynx, oral cavity, 

larynx and hypopharynx, comprising a heterogeneous group of tumors associated with 

these anatomical locations. They often affect men over the age of 50 years and a history 

of smoking and drinking habits. The main histological subtype is squamous cell 

carcinoma (SCC), accounting for over 95% of the cases. The most frequent location is 

the oral cavity (40% of cases), followed by larynx (25%) and pharynx (15%). Data 

from the Brazilian National Cancer Institute (INCA, 2018) shows that, in the Brazilian 

population, there is a ratio of 3.3 cases in males to each case in females. 

Worldwide, lip and oral cavity cancers accounted 300,000 cases in 2012, with 

145,000 deaths recorded, 77% of them in developing countries. The highest rates of 

these cancers are found in Brazil, Melanesia, south-central Asia and Central (Spain 

and France) and Eastern Europe (Ferlay et al, 2015 - GLOBOCAN 2012). 

Development of HNC is associated with accumulation of damage in genes that 

control cell proliferation, senescence, invasion, motility and cell survival (Califano et 

al., 1996; Forastiere et al., 2001; Ha and Califano, 2006; Perdomo et al., 2018). These 

genetic alterations often occur as a result of excessive exposure to tobacco, alcohol 

and other carcinogenic elements that trigger irreversible damage to DNA, causing 

changes in coding and regulatory regions of tumor suppressor genes and oncogenes. 

The accumulation of these mutations enable the tumor cells to acquire characteristics, 

including resistance to death and uncontrolled proliferation, conferring selective 

growth advantage (Hanahan and Weinberg, 2010). Tumor cells can form clones with 

increased invasiveness and stimulation of angiogenesis, leading to the establishment 

of more invasive tumors with greater potential to develop metastasis (Duvvuri and 

Myers, 2009). 

In Brazil, it is estimated an incidence (age standardized rate - ASR) of 7.35 new 

cases of oropharyngeal carcinoma per 100,000 inhabitants per year, reaching just over 

1,000 new cases per year (Ferlay et al, 2015 - GLOBOCAN 2012). 

The survival rate at five years for the oral and oropharyngeal carcinoma in Brazil 

is still below 50%, with a trend for better survival observed among patients with HPV 

positive tumors independent of age (Carvalho et al., 2004; Kaminagakura et al., 2012). 
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Prognostic factors that were examined in relation to the survival of tumors of the head 

and neck include clinical tumor stage, education and patient hygiene habits, smoking 

and alcohol consumption (of Graeff et al., 2001; Dikshit et al., 2005). More recently, 

some genetic markers have been studied in relation to the survival of tumors of the 

head and neck, including gene polymorphisms related to invasion and metastasis, 

inflammation and DNA repair (Chiang et al., 2008; Shimizu et al., 2008; Hopkins et 

al., 2008; López et al., 2011; Barros-Filho et al., 2018). 

In addition to the evidence of the involvement of HPV in the etiology of 

oropharyngeal SCC (D'Souza et al., 2007), there seems to be a significant correlation 

between the presence of infection and the most effective response to treatment of 

patients with this tumor (Duvvuri and Myers, 2009; Lassen et al., 2009; Ang et al., 

2010). Recently, D’Souza et al. (2016) analyzed 1,362 HNSCC diagnosed between 2002-

2011, including Brazilian samples (388) and, after testing for p16INK4a and HPV16 DNA (by 

PCR) the risk of mortality was significantly lower among HPV-related (i.e., p16+/HPV16+) 

compared to HPV-unrelated (p16− and/or HPV16−) OPSCC cases (HR=0.25, 95%CI=0.18- 

0.34). The mortality was reduced among HPV-related OPSCC cases from the U.S., Europe, 

and Brazil (each p�0.01) and after adjustment, remained significantly lower (hare=0.34, 

95%CI=0.24-0.49). Among non-OP HNSCC, neither p16 (aHR=0.83, 95%CI=0.60-1.14), 

HPV16 DNA (aHR=1.20, 95%CI=0.89-1.63), or p16+/HPV16+ (aHR=0.59, 95%CI=0.32-

1.08) was a significantly predictor of mortality.  

HPV types are divided into two groups: high and low risk, according to their 

malignant potential. High-risk HPVs comprise HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 

56, 58, 59, 68, 73 and 82 types present in high-grade squamous lesions or invasive 

carcinomas, and the types HPV6, 11, 40, 42, 44, 54, 61, 70, 72, 81 and 89 are 

considered low risk and are associated with low-grade epithelial lesions (Mu�oz et al., 

2003; Shukla et al., 2009). More recently, types with oncogenic potential not well 

established, known as "potentially high risk" have been identified, among them 

HPV26, 53 and 66 (Mu�oz et al., 2003; Pannone et al., 2011). 

Most HPV infections are transient, asymptomatic or subclinical, not resulting in 

disease and are usually suppressed by the immune system. Epidemiological studies 

indicate that the prevalence of the virus in the male population, regardless of site, can 

vary from 0 to 73% (Dunne et al., 2006; Schabath et al., 2012). 
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HPV infections are the cause of almost all cases of cervical cancer (~99%) and 

anal cancer (~88%), and a subgroup of tumors of the vagina (~70%), penis (~50%), 

and vulva (~43%), in addition to being increasingly associated with the development 

of squamous cell carcinomas of the head and neck (Marur et al., 2010; de Martel et al., 

2012). 

HPV DNA is present in approximately 25% of HNSCC, and in the US, about 

50% of the oropharynx SCC contain high risk HPV DNA (Kreimer et al., 2005). The 

increased incidence of oropharyngeal carcinomas in developed countries is mainly due 

to the occurrence of the disease in young patients, not presenting classic risk factors, 

such as prolonged use of tobacco and alcohol. This fact leads to an increasing 

association of a subgroup of these tumors with papillomavirus infection (D'Souza et 

al., 2009; Jemal et al., 2011). 

Ndiaye et al. (2014), in a systematic review and meta-analysis, provided an 

update on HPV-associated oropharynx, oral cavity and laryngeal carcinomas, 

questioning the variability of methodologies for viral DNA detection. The authors 

reported that 45.8% of oropharyngeal carcinomas, 24.2% of oral cavity carcinomas, 

and 22.1% of laryngeal carcinomas were HPV DNA-positive. When compared to the 

E6 / E7 mRNA expression data, the degree of overestimation of HPV-associated 

tumors by PCR varied according to the anatomical site, with the lowest rates of 

overestimation for oropharynx (~13%) carcinomas and higher for carcinomas of the 

oral cavity (~33%) and larynx (~61%). 

The proportion of HPV positive tumors varies substantially according to the 

tumor anatomical site. This finding suggests that the proportion of HPV-positive 

tumors may be dependent on geographic and genetic factors, behavioral factors (such 

as sexual habits) and the lack of standardization of the methodology for the 

identification of these viruses in human tumors. In cervical tumors, it is widely 

proposed that all cases have as their etiology a genital HPV infection, despite of the 

importance of parallel factors in the carcinogenic process. 

The presence of HPV in oropharyngeal precancerous lesions is much greater 

than in normal tissue samples. This fact suggests that the virus infection is a factor for 

the development of the disease. Studies have highlighted the need to understand not 

only the prevalence of oral HPV, but also the duration and persistence of the infection, 
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due to its potential for malignant progression (Turner et al., 2011). It is estimated that 

HPV types, considered to be at high risk in infected and asymptomatic individuals, are 

around 3.5% (Kreimer et al., 2010).  

To date, few studies have reported data on the detection of HPV DNA in normal 

tissue in the head and neck region. For these studies, non-invasive methods of cell 

sampling, such as scraping and cytological brushing, are usually used to test the 

presence of HPV DNA by Polymerase Chain Reaction (PCR). A disadvantage of these 

methods is that they mainly collect superficial epithelial cells. For better detection of 

the presence of HPV in tonsillar tissue, biopsy or tonsillectomy samples are required 

in combination with PCR, or immunoblotting for p16INK4a (Klingenberg et al., 2010). 

A study conducted in the United States with tonsils from tonsillectomy, filed at 

a university hospital from 2012 to 2015, found in 102 healthy adults an overall 

prevalence of 4.9% (n = 5) and type 16 or 18, 3.9% (n = 4). The study concludes that 

HPV exists in the biofilm and the extracellular space of the tonsils, configuring an 

oncogenic virus reservoir (Rieth et al., 2018). 

In Brazil, a study was conducted to determine the presence of HPV DNA in the 

oropharynx region of individuals without cancer. The anatomical sites of the study 

were the palatine tonsils, soft palate, base of the tongue and posterior wall of the 

pharynx. After the surgical procedures pertinent to the treatment of the patients, 

scraping was performed under general anesthesia, to collect the samples. The 

methodologies used in the study were the conventional PCR and dot-blot hybridization 

techniques. This study identified HPV DNA in 14.0% of the individuals and the most 

prevalent sites found were the tonsils and the soft palate. The data from this study were 

consistent with those from other countries that reported a prevalence of HPV DNA in 

normal tissue with a range of 0% to 20% (do Sacramento et al., 2006). 

Although it is not fully elucidated whether HPV infection in healthy individuals 

will or not develop HNSCC, the tonsils appear to act as reservoir for the virus (do 

Sacramento et al. 2006). 
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Material and methods  

Casuistic HNSCC 

Formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) tissues from 510 head and neck 

carcinoma samples were obtained from the biobank and archives of the collaborative 

projects named GENCAPO 1 and 2 (CONEP 16491 - Brazilian Head and Neck 

Genome Project - complete list of members and affiliations presented at 

http://www.gencapo.famerp.br). The patients were attended at three different 

institutions (369 patients from Hospital das Cl
nicas de S	o Paulo - HC, 84 patients 

from Heli�polis Hospital - HH and 57 patients from Instituto do C�ncer Arnaldo Vieira 

de Carvalho - ICAVC). Clinical data was available exclusively from the HC patients 

that occurred during 2002 to 2010.  

 

Casuistic Non Neoplasic Oropharynx  

Patients with age above 18 years old, from both genders, without suspicion of 

neoplasia that were submitted to surgical procedures of uvulopalatopharyngoplasty or 

tonsillectomy at the Otorhinolaryngology Service of the Hospital das Clinicas of the 

Faculty of Medicine of the University of S	o Paulo and Hospital Paulista of S	o Paulo 

were invited to this study (CAPPesq - Ethics Committee for Analysis of Research 

Projects under opinion 173.181). This arm of the study included 113 patients that 

underwent surgery from 2013 to 2016. 

After signing the consent form, a life-style interview was conducted, whose 

questionnaire included the use of tobacco, alcohol, and sexual habits. The 

questionnaire used is part of the thematic project: "Environmental, clinical, 

histopathological and molecular factors associated with the development and 

prognosis of squamous cell carcinomas of the head and neck", carried out by the 

Gencapo (Head and Neck Cancer Genome) funded by FAPESP (Foundation for 

Research Support of the State of S	o Paulo), under number 2010/51168-0, with the 

approval of CONEP (National Commission for Research Ethics) registration number 

16491.  

 

DNA Extraction 

FFPE-DNA isolation from the FFPE head and neck carcinoma samples was 
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performed by 100% octane and subsequently ethanol washes for deparaffinization 

followed by digestion with proteinase K solution, according to L�pez et al. (2014). 

Subsequent extraction of the genomic DNA was done employing QIAamp DNA FFPE 

Tissue Kit (Qiagen). Spectrophotometry (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer 

v.3.0.1, Labtrade) was used to quantify extracted DNA and verify the purity and 

quality parameters. 

Fresh tissues from non neoplasic tonsils removed during the surgeries went 

through a cut, to obtain a duplicate sample of each tonsil, right and left, generating 

four samples from each patient. For extraction, the Qiagen DNeasy Blood & Tissue 

Kit (Qiagen, S	o Paulo, Brazil) was used according to the manufacturer�s instructions. 

For concentration and purity checking, all extracted samples were quantified on the 

NanoDrop 2000/2000C spectrophotometer (Spectrophotometer, Thermo Scientific, 

Wilmington, Delawere, USA). After this process, DNA solutions were diluted to 

50ng/�L, and stored at -20 �C. 

 

PCR for constitutive Beta-globin gene 

To determine the integrity of the extracted DNA from normal tissue, samples 

(250ng of DNA) were submitted to amplification of the cellular beta-globin gene, 

using the primers PCO4 and GH20 (Gravitt et al., 2000) spanning a 268bp fragment. 

For the HNSCC samples, the set of beta-globin primers were PCO3 and PCO4 (Saiki 

et al. 1985), which amplifies 107bp fragments, starting from 100ng of DNA. The 

difference on the size of the beta-globin amplicons is due to the well-known reduced 

integrity of DNA on FFPE samples, less likely to amplify larger DNA fragments. 

 

Detection of HPV by conventional PCR 

PCR was performed in normal HN samples with primers PGMY09/11 that 

amplify 450bp fragment of HPV L1 region from different viral types, and is considered 

gold standard in mucosal HPVs detection (Gravitt et al., 2000). PCR was performed 

according to L�pez et al. (2014). 

Amplification products and the 100bp molecular size standard (Invitrogen, 

USA) were applied to the agarose gel 2% and visualized under ultraviolet light (UV). 
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INNO-LIPA HPV Genotyping 

Beta-globin positive FFPE samples were genotyped by the Inno-Lipa HPV kit 

(Innogenetics, Gent, Belgium), capable of identifying 28 types of HPV (18 high-risk 

HPVs - HR-HPV and 10 low-risk - LR-HPV). This test is based on the amplification 

of the target DNA by PCR using primers from a consensus region spanning a short 

amplicon from the L1 gene for the evaluated HPVs and reverse hybridization of the 

amplified products into strips containing specific probes therefore (Kleter et al., 1999). 

 

HPV16 Real Time PCR 

Genotyping of all HPV positive samples (by PGMY PCR or INNO-LIPA) was 

performed by qPCR-specific HPV16 as a confirmative method, especially for those 

positive in the generic PGMY PCR and those from INNO-LIPA test with multiple 

HPV infections. Real time PCR was performed with the TaqMan Universal PCR 

Master Mix 2x (Applied Biosystems, Inc., USA) with a primer pair specific to the 

HPV16 E7 region, as described by Walboomers et al. (1999) in addition to a specific 

probe for this region as described by Scapulatempo-Neto et al. (2017). This protocol 

has already been validated in our laboratory presenting high sensitivity and specificity.  

Positive controls consisted of DNA extracted from SiHa (1 copie of HPV16 per 

cell) and CaSki cell lines (600 copies of HPV 16 per cell) and water as negative 

control. Real-time PCR reactions were performed on the ABI Prism� 7300 HT SDS 

(Applied Biosystems, Inc., USA) and analysis of the amplification curves was 

performed using its own software. 
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Results  

HNSCC Casuistic 

From the 510 FFPE samples, more than 95% (491) were considered adequate 

due to proper beta-globin PCR amplification, and were, then, tested by the Inno-Lipa 

HPV kit. From the 491 samples genotyped, 49 were positive for HPV (10%), being 38 

samples exclusively HPV16 positive (78% of the HPV positive samples), four samples 

were positive for HPV11 (8% of the positive samples), two HPV66 samples (4% of 

the positive samples) and five samples harbored multiple infections (10% of the 

positive samples) (Figure 1). 
 

 
Figure 1. HPV genotyping by INNO-LiPA Genotyping Extra (Innogenetics), based on reverse 
hybridization with specific probes. In this image are the results obtained with the FFPE 
samples: Strips 1 and 2 represents, respectively, negative samples without and with the control 
DNA presence (red arrow). Strip 3, followed by the positive and negative controls (C + and 
C-). The orange arrow shows the probe result of a positive sample for HPV 16 (strip 3), and 
finally, the strip used as a guide for annotation. 
 

For the 369 FFPE head and neck tumors of the Hospital das Cl
nicas of the 

University of S	o Paulo School of Medicine included in this study, almost all of them 

(345) had clinical and epidemiological data, that were analyzed for this population 

(Table 1). 

This series consists mainly of men (almost 90%), aging between 27 to 90 years 

(average: 59; SD: 11), and 92% of the tumors were squamous cell carcinomas. The 
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HPV positivity rate was 7.1% of head and neck tumors (25/350 samples), of which 

80% were HPV16, followed by HPV11, HPV18/39 and HPV31/33/44/52. When 

stratified by anatomical site (Table 1), the prevalence of HPV ranges from 3.4% 

(tongue and hypopharynx) to 25% (oropharyngeal cancer - all HPV16). 

 
Table 1. HPV-DNA frequency and genotype by anatomical site (n = 369 samples, 
Hospital das Clínicas de São Paulo) 

Anatomical site n. of 
Patients 

Genotyped 
samples HPV+ HPV+ % HPV Type 

Base of tongue 29 29 1 3.4 18/39 (1) 

Oropharynx 24 24 6 25.0 16 (6) 

Oral cavity 115 108 7 6.5 16 (5), 11 (2) 

Hypopharynx 30 29 1 3.4 11 (1) 

Larynx 143 134 9 6.7 16 (7), 16/56, 
31/33/44/52 

ND 28 26 1 3.8 16 (1) 

TOTAL 369 350 25 7.1%   

ND: not determined; n.: number; HPV+: positive samples 
 

Non Neoplasic Oropharynx Casuistic 

The study included 113 patients from the two participating hospitals. For the 

analysis, one aliquot of right and left tonsils of each patient, totaling 226 samples, were 

evaluated. This casuistic consists of 47 women aged from 18 to 58 years (mean age 

28.5 years, SD 9.5, median age 27 years) and 66 men between 18 and 68 years (mean 

age 34 years, SD 10.5, median 33 years). 

All 226 samples were positive for the beta-globin amplicon, however, no 

samples showed the presence of HPV-DNA either by the generic PCR with 

PGMY09/11 primers or the real-time HPV16 specific assay. All precautions and tests 

to ensure the reliability of the results were performed, such as the evaluation of the 

eventual presence of inhibitors in the samples and determination of the detection limit 

of the method from a known standard. The analytical sensitivity of the reaction was 

determined by Probit analysis, establishing the limit of detection (95%), which was 
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0.0002 copies per cell (using 4.77�L DNA extracted from CaSki cells - 55.3ng/�L - to 

95.3�L of the negative tonsil DNA - 50ng/�L � in a total volume of 100�L) by 

subsequent serial dilutions until 3x10-7 copies of HPV16 per cell. 
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Discussion 

This study presented a cohort with a significant number of patients with HNSCC. 

Our results demonstrate that the frequency of high-risk HPV types in HNSCC was 

7.1%, that is a low when compared to worldwide data, despites the divergent results 

reported (Kreimer et al., 2005, Marur et al., 2010, Ndiaye et al., 2014, Anantharaman 

et al., 2017, de Abreu et al., 2018).  

According to the anatomical site, in this study, the HPV prevalence ranges from 

3.4% (base of tongue and hypopharynx) to 25% (oropharyngeal cancer). This 

variability occurs due to the tumors location, being the oropharyngeal known to be 

more associated with HPV than the others sites. 

Studies in the US suggest that the majority of oropharyngeal squamous cell 

carcinoma (OPSCC) are nowadays caused by HPV16, as reported by Chaturvedi et al. 

(2008, 2013) and Nasman et al. (2009), although frequencies of <10% have been 

reported in the few studies conducetd in South America, by Herrero et al. (2003), 

Ribeiro et al. (2011) and L�pez et al. (2014) with European estimates being in 

between, as reported by Reimers et al. (2007), Smeets et al. (2007) and Hoffmann et 

al. (2010). (Table 2). 

In contrast, Betiol et al. (2016) evaluated HNSCC samples displaying an overall 

HPV prevalence of 19.4%, being highest in the oral cavity as compared to the other 

anatomical sites, including the oropharyngeal. The authors concluded that these results 

are consistent with other studies conducted in São Paulo and Rio de Janeiro in which 

HPV prevalence observed was 19.2% (22/114) and 15.5% (11/71) in oral SCC, 

respectively (Hauck et al., 2015; Kaminagakura et al., 2012), but is otherwise much 

higher than described in a large study involving 132 oral tumor samples from four 

countries in Latin America including Brazil (HPV prevalence was 0.0%) (Ribeiro et 

al., 2011). HPV-16 was the most commonly detected viral type, identified in 69.5% 

(25/36) of the HPV positive specimens. Nevertheless, for all anatomical sites, Betiol 

et al. has detected lower HPV DNA prevalence when compared to studies conducted 

in the USA and Europe (over 30%). 



 

 

Table 2. Prevalence of HPV in non-oropharyngeal and oropharyngeal SCC studies 

 Author and year Country or 
Continent n. of cases HPV % Methods Date Sites 

N
on

-O
PS

C
C

 

Present study Brazil (SP) 510 10 Inno Lipa DNA 2002-2010 HNSCC FFPE 

de Abreu et al., 2018 Brazil (ES) 101 OC 3.3 MY09/MY11 and GP5+/GP6+ as well as 
PGMY09/11 L1 + Sequencing 2012-2015 OC 

Anantharaman et al., 2017 
Brazil (SP) 233 0 

HPV16 DNA and p16INK4a overexpression 
2002-2015 
2002-2006 

ND 

OC, L, H 
US 234 6.8  

Europe 420 5.5  

Castellsagué et al., 2016 29 countries 
1374 P 22.4 º(18,5) HPV-DNA, HPVE6*mRNA or p16(INK4a) 

º(HPV-DNA and HPVE6*mRNA and 
p16(INK4a)) 

>1990 
P, OC, L 

1264 OC 4.4 º(3.0) 
1042 L 3.5 º(1.5) 

Betiol et al., 2016 Brazil (SP) 92 OC 25.0 Inno Lipa DNA 1991-2010 
2009-2012 

HNSCC FFPE 
  66 L 13.7  

López et al., 2014 Brazil (SP) 398 8,8 Inno Lipa DNA and PGMY09/11 1998-2008 HNSCC FFPE 
Ndiaye et al., 2014 44 countries 12163 29.5 Systematic review and meta-analysis 2004-2012* OC, L, OPSCC 
Ribeiro et al., 2011 CE and LA 196 3.1 PGMY09/11 followed by HPV16 PCR 1998-2003 HNSCC Frozen tumor 
Kaminagakura et al., 2012 Brazil (SP) 114 19.2 GP5+/GP6+ PCR 1970-2006 OC SCC FFPE 

        

O
PS

C
C

 

Present study Brazil (SP) 24 25 Inno Lipa DNA and HPV16 RT-PCR 2002-2010  
Barros-Filho et al., 2018 Brazil (SP) 40 58 Linear array < 2011  

Anantharaman et al., 2017 
Brazil (SP) 171 4.1 

HPV16 DNA and p16INK4a overexpression 
2002-2015  

US 243 59,3 2002-2006  
Europe 119 31.1 ND  

Castellsagué et al., 2016 29 countries 1090 
22.4 HPV-DNA, HPVE6*mRNA or p16(INK4a) 

>1990  
18.5 HPV-DNA and HPVE6*mRNA and p16(INK4a)  

Betiol et al., 2016 Brazil (SP) 28 14.3 Inno Lipa DNA 1991-2012  
López et al., 2014 Brazil (SP) 91 6.6 Inno Lipa DNA and PGMY09/11 1998-2008  
Ndiaye et al., 2014 44 countries 3946 45.8 Systematic review and meta-analysis 2004-2012*  
Ribeiro et al., 2011 Brazil (SP) 68 4.4 PGMY09/11 followed by HPV16 PCR 1998-2003  

CE - Central Europe;  LA - Latin America;  SP - São Paulo;  ES - Espirito Santo;  OC - Oral Cavity; P- Pharynx; L- Larynx; H – Hypopharynx;  º- results from "end" group; 
            * publish data 
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Further, the role of HPV16 in HNC outside the oropharynx remains unclear 

(Ndiaye et al., 2014). A recent review has estimated that the probability of an HPV-

attributable cancer of the oral cavity, larynx and hypopharynx could be up to five times 

lower than that of oropharyngeal cancer (Combes and Franceschi, 2014). Whether 

these divergent geographic results represent important differences in the etiology of 

HNC or whether they are explained by differences in laboratory practices is unclear. 

The recent publication on global HPV prevalence in HNC is of note where, based on 

a comparison of over 3,000 tumors tested for HPV DNA and subsequently, following 

triage for HPV16 E6*mRNA and p16INK4a, the authors report that nearly 22% of 

OPSCC could be attributed to HPV infection, while fewer than 5% of oral cavity and 

laryngeal cancers were HPV-positive (Castellsagu� et al., 2016). This study also 

reported strongly divergent results from South and Central America (OPSCC HPV 

prevalence of 37%), and did not provide estimates for North America. Although the 

largest study to date, this report was unable to explore lifestyle factors associated with 

HPV-positivity.  

Anantharaman et al. (2017), in a study of 1,420 HNCs from three world regions 

demonstrated dramatic differences in the prevalence of HPV16-positive HNCs. While 

nearly 60% of OPSCCs in the US are HPV16-positive, this proportion is only about 

4% in Brazil, and OPSCCs in Europe have intermediate HPV16 prevalence (31%). 

Less than 4% of laryngeal and oral cavity cancers were HPV16-positive. That similar 

results were noted for the marginal incident fractions of HPV16-positive OPSCC and 

non-OPSCC lends support to these conclusions. 

In a recent study from Brazilian oral cancer, de Abreu et al. (2018) demonstrate 

that the frequency of high-risk HPV types in oral cavity SCC is very low and is less 

than 4%.  Furthermore, the frequency of HPV in their study is close to the HPV DNA 

rates found in healthy individuals.  

The natural history of HPV infection has been extensively investigated in 

epidemiologic studies by PCR-based methods, HPV serology and DNA/RNA in situ 

hybridization (Lopes et al., 2011; Lee et al., 2012). A review about epidemiological 

investigation on oral HPV prevalence in healthy individuals, published by Shigeishi 

& Sugiyama (2016), reported that HPV frequency in saliva of healthy individuals have 

shown low and variable rates in a period of time, which is related to each patient�s 
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immune response and can, therefore, be inconstant. In addition, rates of oncogenic 

HPV infection in the oral cavity of healthy people are also known to be low (around 

2%) and the natural history of HPV in this anatomical site suggests HPV acquisition 

and persistence to be rare events compared to genital or anal infections (Kreimer et al., 

2013; Shigeishi & Sugiyama, 2016). 

Regardless to the absence of HPV infection in normal tissue from the tonsils 

reported on this study, Combes et al. (2017) used extensive ex vivo brushing and 

gargling from patients undergoing tonsillectomy for benign indications to evaluate 

human papillomavirus (HPV) prevalence in the tonsil in a large age-stratified sample 

of cancer-free patients (from 2012 to 2016) in France � a high prevalence OPSCC 

HPV-related region. The HPV-DNA detection used Luminex to evaluate 21 HPV 

types and were applied to 692 patients aged 1�70 years and gargles from 268 adults. 

Overall HPV prevalence in adults was 3.6% in tonsil brushings and 13.1% in gargles 

and HPV16 prevalence was 2.2% and 4.1%, respectively. Tonsil brushings were also 

positive in two girls from 139 children (1.4%). HPV prevalence in gargles significantly 

varied by sex (prevalence ratio in men vs women = 2.1). They related a low agreement 

(9.5%) in paired tonsil brushings and gargles in adults, suggesting that gargle is not 

representative of HPV prevalence in the tonsil. 

In this study, as we are in a low prevalence HPV-associated HNSCC, we 

expected an even lower HPV rate on normal tissue, besides the use of surgical samples 

(uvulopalatopharyngoplasty and tonsillectomy). 
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Conclusion 

Regarding paraffin embedded tissue samples, this prevalence corresponds to 

10% of HPV positive head and neck samples (49 HPV + / 491 samples). Despite being 

a low prevalence when compared to countries such as USA and Europe, which exceed 

60%, for Brazilian studies, it is one of the highest rates ever reported (Table 2), being 

the HPV16 the most representative HPV type (78% of the positive samples), as widely 

verified. 

The overall prevalence of HPV-DNA in HNSCC (non-oropharyngeal tumors) 

ranges from 3.4% to 6.7% due to the diversity of anatomical sites of head and neck 

carcinomas. In the oropharyngeal SCC, the HPV prevalence reaches 25% of this 

anatomical site samples from Hospital das Cl
nicas in S�o Paulo, all of them HPV16, 

confirming its high prevalence among the tumors of this site associated with human 

papillomavirus. Besides our OPSCC HPV-related rate remains lower when compared 

to high incidence countries, like the US (Chaturvedi et al. 2011), in the past years, we 

saw a progressive trend in HPV positive tumors, going from 4.4% (Ribeiro et al., 

2011), 6.6% (L�pez et al., 2014), 14.3% (Betiol et al., 2016) to 25% in the present 

study, including a higher incidence report of 58% (Barros-Filho et al., 2018) in a young 

population, with HPV16 playing the major role in the carcinogenesis of these tumors. 

Divergence in HPV DNA rates observed could be attributed not only to 

differences in the methodologies used for HPV detection in the different studies, but 

also to the characteristics of the individuals under study, including sexual practices, 

economic and social status. Unfortunately, the absence of sociodemographic and 

sexual behavior information of the patients evaluated here prevents an additional 

analysis, that could also elucidate the absence of HR-HPV in our population. 

In conclusion, in the current study we observed an increasing frequency of HPV 

DNA in HNSCC (especially the oropharyngeal site), supporting the evidence that HPV 

is involved in the development of a growing subset of HNSCC in the Brazilian 

population.# Studies involving the evaluation of protein expression associated with 

HPV infection should be conducted to reinforce whether this increasing profile of HPV 

DNA also reflects an increasing etiological involvement of HPV 16 in the new cases 

of oropharyngeal squamous cell carcinomas in Brazil. 
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Abstract

We investigated how somatic changes in HNSCC interact with environmental and host risk

factors and whether they influence the risk of HNSCC occurrence and outcome. 180-paired

samples diagnosed as HNSCC in two high incidence regions of Europe and South America

underwent targeted sequencing (14 genes) and evaluation of copy number alterations

(SCNAs). TP53, PIK3CA, NOTCH1, TP63 and CDKN2A were the most frequently mutated

genes. Cases were characterized by a low copy number burden with recurrent focal amplifi-

cation in 11q13.3 and deletion in 15q22. Cases with low SCNAs showed an improved overall

survival. We found significant correlations with decreased overall survival between focal

amplified regions 4p16, 10q22 and 22q11, and losses in 12p12, 15q14 and 15q22. The

mutational landscape in our cases showed an association to both environmental exposures

and clinical characteristics. We confirmed that somatic copy number alterations are an

important predictor of HNSCC overall survival.

Introduction

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) constitute a heterogeneous group of can-
cers, which include cancers arising at the oral cavity, nasopharynx, oropharynx, hypopharynx,
and larynx. Collectively, these cancers are the seventh most common malignancy diagnosed
worldwide [1], with areas of high incidence including Mediterranean Europe and South

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191701 January 29, 2018 1 / 18

a1111111111
a1111111111
a1111111111
a1111111111
a1111111111

OPENACCESS

Citation: Perdomo S, Anantharaman D, Foll M,
Abedi-Ardekani B, Durand G, Reis Rosa LA, et al.
(2018) Genomic analysis of head and neck cancer
cases from two high incidence regions. PLoS ONE
13(1): e0191701. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0191701

Editor: Scott M. Langevin, University of Cincinnati
College of Medicine, UNITED STATES

Received: September 14, 2017

Accepted: December 4, 2017

Published: January 29, 2018

Copyright: © 2018 Perdomo et al. This is an open
access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License, which
permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.

Data Availability Statement: All relevant data are
within the paper and its Supporting Information
files.

Funding: This work has been funded by the
International Agency for Research on Cancer
(IARC). The GENCAPO study was supported by
grants from FAPESP (São Paulo Research
Foundation) (04/12054-9 and 10/51168-0), which
had no role in study design, data collection and
analysis, decision to publish, or preparation of the
manuscript.



 

 

90#

)

) )



 

 

91#

)

) )



 

 

92#

)

) )



 

 

93#

)

) )



 

 

94#

)

) )



 

 

95#

)

) )



 

 

96#

)

) )



 

 

97#

)

) )



 

 

98#

)



 

 

99#

)

) )



 

 

100#

)

) )



 

 

101#

)

) )



 

 

102#

)

) )



 

 

103#

)

) )



 

 

104#

)

) )



 

 

105#

)

) )



 

 

106#

)

) )



 

 

107#

Contents lists available at ScienceDirect

Oral Oncology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/oraloncology

Oncogenic drivers in 11q13 associated with prognosis and response to
therapy in advanced oropharyngeal carcinomas
M.C. Barros-Filhoa,1, L.A. Reis-Rosab,1, M. Hatakeyamaa,1, F.A. Marchia, T. Chulamc,
C. Scapulatempo-Netod, U.R. Nicolaue, A.L. Carvalhof, C.A.L. Pintog, S.A. Drigoh, L.P. Kowalskic,i,
S.R. Rogattoi,j,⁎

a International Research Center (CIPE), A. C. Camargo Cancer Center, São Paulo, Brazil
b Instituto de Medicina Tropical de SP Universidade de São Paulo-USP, São Paulo, Brazil
c Department of Head and Neck Surgery and Otorhinolaryngology, A. C. Camargo Cancer Center, São Paulo, Brazil
dMolecular Oncology Research Center, Barretos, and Diagnósticos da América (DASA), São Paulo, Brazil
e Department of Oncology, A. C. Camargo Cancer Center, São Paulo, Brazil
fDepartment of Head and Neck Surgery, Barretos Cancer Hospital, Barretos, Brazil
g Department of Pathology, A. C. Camargo Cancer Center, São Paulo, Brazil
hDepartment of Surgery and Orthopedics, School of Medicine and Department of Veterinary Clinic, School of Veterinary Medicine and Animal Science, UNESP, Botucatu,
Brazil
iNational Institute of Science and Technology in Oncogenomics (INCiTO), São Paulo, Brazil
jDepartment of Clinical Genetics, Vejle Hospital, Institute of Regional Health Research, University of Southern Denmark, Denmark

A R T I C L E I N F O

Keywords:
Oropharyngeal cancer
Driver alterations
Human papilloma virus
Prognostic factors
Predictive factors
Transcriptome profiling
Array comparative genomic hybridization
Reverse transcriptase polymerase chain
reaction

A B S T R A C T

Objectives: To identify potential molecular drivers associated with prognosis and response to treatment in ad-
vanced oropharyngeal squamous cell carcinomas (OPSCC).
Materials and methods: Thirty-three OPSCC biopsies from untreated Brazilian patients were evaluated for human
papilloma virus genotyping, genome wide copy number alterations and gene expression profiling. Data were
integrated using CONEXIC algorithm. Validation with TCGA dataset and confirmation by RT-qPCR of candidate
genes were performed.
Results: High-risk HPV positive cases, detected in 55% of advanced OPSCC, were associated with better out-
come. Losses of 8p11.23-p11.22, 14q11.1-q11.2 and 15q11.2, and gains of 11q13.2 and 11q13.2-q13.3 were
detected as recurrent alterations. Gains of 3q26.31 and 11q13.2 and losses of 9p21.3 were exclusively detected
in HPV-negative tumors. Two clusters of expression profiles were observed, being one composed mostly by HPV
positive cases (83%). HPV-positive enriched cluster showed predominantly immune response-related pathways.
Integrative analysis identified 10 modulators mapped in 11q13, which were frequently cancer-related. These 10
genes showed copy number gains, overexpression and an association with worse survival, further validated by
TCGA database analyses. Overexpression of four genes (ORAOV1, CPT1A, SHANK2 and PPFIA1) evaluated by
RT-qPCR confirmed their association with poor survival. Multivariate analysis showed that PPFIA1 over-
expression and HPV status are independent prognostic markers. Moreover, SHANK2 overexpression was sig-
nificantly associated with incomplete response to treatment.
Conclusion: The integrative genomic and transcriptomic data revealed potential driver genes mapped in 11q13
associated with worse prognosis and response to treatment, giving fundamentals for the identification of novel
therapeutic targets in OPSCC.

Introduction

In the last decades, several epidemiological studies have revealed

decreased incidence of head and neck squamous cell carcinomas
(HNSCC) in oral cavity and larynx as a consequence of lower exposure
to the tobacco products. Nevertheless, an increasing incidence of
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HPV genotype distribution in Brazilian
women with and without cervical lesions:
correlation to cytological data
Toni Ricardo Martins1,2*, Cristina Mendes de Oliveira1, Luciana Reis Rosa1, Cristiane de Campos Centrone1,
Célia Luiza Regina Rodrigues1, Luisa Lina Villa3,4 and José Eduardo Levi1,4

Abstract

Background: Human Papillomavirus (HPV) genotype distribution varies according to the method of assessment
and population groups. This study analyzed type-specific HPV infections among women ranging from 14–95 years
old, displaying normal and abnormal cytology, from São Paulo and Barretos cities, Brazil.

Methods: Women found positive for High Risk-HPVs DNA by either the Hybrid Capture 2 (HC2) or Cobas HPV Test
(n = 431) plus a random sample of 223 negative by both assays and 11 samples with indeterminate results,
totalizing 665 samples, were submitted to HPV detection by the PapilloCheck test. Cytological distribution included
499 women with a cytological result of Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy and 166 with some
abnormality as follows: 54 Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance; 66 Low-Grade Squamous
Intraepithelial Lesion; 43 High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion and 3 (0.5 %) Invasive Cervical Cancer.

Results: From the 323 samples (48.6 %) that had detectable HPV-DNA by the PapilloCheck assay, 31 were HPV
negative by the cobas HPV and HC2 assays. Out of these 31 samples, 14 were associated with HR-HPVs types while
the remaining 17 harbored exclusively low-risk HPVs. In contrast, 49 samples positive by cobas HPV and HC 2
methods tested negative by the PapilloCheck assay (19.8 %). Overall, the most frequent HR-HPV type was HPV 16
(23.2 %), followed by 56 (21.0 %), 52 (8.7 %) and 31 (7.7 %) and the most frequent LR-HPV type was HPV 42 (12.1 %)
followed by 6 (6.2 %). Among the HR-HPV types, HPV 56 and 16 were the most frequent types in NILM, found in 19.
1 and 17.7 % of the patients respectively while in HSIL and ICC cases, HPV 16 was the predominant type, detected
in 37.2 and 66.7 % of these samples.

Conclusions: In the population studied, HPV 16 and 56 were the most frequently detected HR-HPV types. HPV 56
was found mainly in LSIL and NILM suggesting a low oncogenic potential. HPV 16 continues to be the most
prevalent type in high-grade lesions whereas HPV 18 was found in a low frequency both in NILM and abnormal
smears. Surveillance of HPV infections by molecular methods is an important tool for the development and
improvement of prevention strategies.

Keywords: Cervical Cancer, Cytology, HPV, HPV types, PapilloCheck
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Abstract. The present study aimed to ascertain the signifi-
cance of topoisomerase II α (TOP2A) and minichromosome 
maintenance protein (MCM) 2 expression in anal carcinoma. 
A total of 75 anal lesions were retrieved from the files of 
the Department of Pathology of Barretos Cancer Hospital 
(Barretos, Brazil) in order to verify the human papillo-
mavirus (HPV) statuses of these lesions and characterize 
the immunohistochemical expression levels of TOP2A and 
MCM2 in anal carcinoma, as these are important markers 
for cervical HPV-induced lesions; their expression was also 
compared with respect to p16 and Ki-67. The vast majority 
of the cases tested positive for HPV16 (84%); 1 case tested 
positive for both HPV16 and HPV18. Positive HPV16 status 
was more frequent in early stages than in advanced stages 
(P=0.008). Positive immunohistochemical reactivity for 
MCM2 and TOP2A protein was observed in 71.6 and 100% 
of cases, respectively. Positive reactivity for p16 was signifi-
cantly associated (P=0.001) with histological grade, and 
was more commonly expressed in squamous cell carcinoma 
than adenocarcinomas. HPV16 was strongly associated with 
positive p16 protein expression (76.6%). However, the high 
expression of Ki-67 combined with the high expression of p16 

was predominantly observed in Stage III-IV cases. MCM2, 
TOP2A, p16 and Ki-67 exhibited intense positive staining in 
the anal lesions, indicating that these markers were signifi-
cantly and constantly expressed in anal carcinoma.

Introduction

Human papillomavirus (HPV) is thought to be the carcino-
genic agent responsible for all cases of cervical cancer, and 
for carcinomas of other anatomical sites, including anal carci-
nomas. Currently, >85% of anal carcinomas are thought to be 
associated with oncogenic HPV, and, among all high-risk HPV 
types, type 16 is recognized as the most common, with preva-
lence rates estimated at ~70% of all cases (1). In contrast to 
cervical carcinoma, the incidence of anal carcinoma is gradu-
ally increasing, accounting for ~2.2% of all gastrointestinal 
tract malignancies in the United States, with 6,230 cases newly 
diagnosed each year (2). Similar data have been also docu-
mented in other countries, such as Denmark (3). Populations 
at increased risk include women with cervical HPV-related 
neoplasia, immunosuppressed transplant patients and human 
immunodeficiency virus (HIV)-positive individuals. Risk 
factors for anal carcinoma acquisition also comprise history 
of smoking, history of condylomata (due to HPV exposition), 
and history of anal intercourse, indicating HPV infection in 
the anal canal (4). Notably, anal carcinoma is most frequent 
in men who have sex with men (MSM), who are ~20 times 
more likely than heterosexual men to develop the disease. 
Furthermore, MSM with HIV are at increased risk for anal 
cancer development (5). The estimated rate of anal carcinoma 
among HIV-positive persons is 174/100,000, as compared to 
an incidence of 2/100,000 among the HIV-negative popula-
tion. MSM represent ~75% of the population at risk for the 
development of anal carcinoma (6). 

Characterization of topoisomerase II α and  
minichromosome maintenance protein 2 

expression in anal carcinoma
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Abstract. Anal cancer is a rare type of digestive tract disease, 
which has had a crescent incidence in a number of regions. 
Carcinomas are most frequently found, with squamous cell 
carcinoma (SCC) comprising ~95% of all anal tumors. The 
major risk factor for development of this type of tumor is human 
papillomavirus (HPV) infection. However, previous studies 
have identified patients with anal cancer that are HPV‑/p16-and 
observed that they have a poorer outcome compared with 
HPV+/p16+ patients. This suggests that molecular profile may 
drive anal cancer progression. The aim of the present study was 
to evaluate the mutational status of two important oncogenes, 
KRAS and BRAF, in a series of anal cancer lesions. Resected 
tumors of the anal canal (n=43) were evaluated, nine of these 
were high-grade squamous intra-epithelial lesion cases (HSIL), 
11 were adenocarcinomas, and 23 SCCs. Direct sequencing of 
KRAS proto-oncogene, GTPase (KRAS; codons 12 and 13) 
and B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase (BRAF; 
codon 600) was performed and associated with patient clini-
copathological and molecular features. There was a trend of 
poorer prognosis of adenocarcinoma compared with HSIL and 
SCC. Analysis indicated one SCC patient (2.3%) exhibited a 
KRAS p.G13D mutation, and one adenocarcinoma patient 
(2.3%) exhibited a BRAF p.V600E mutation. It was observed 
that, these mutations are rare in anal tumors, and certain patients 

may be at a disadvantage using targeted therapies based on 
KRAS and BRAF mutational status. As there is a low mutation 
percentage in SCCs, adenocarcinomas and HSIL, there may 
exist other underlying molecular alterations that result in anal 
cancer development, which require further elucidation.

Introduction

Anal cancer is a rare type of digestive tract disease, which has 
had an increasing incidence in a number of regions (1-3). It 
is estimated a total of >7,200 new cases were diagnosed in 
the United States in 2015, with ~1,000 anal cancer-associated 
mortalities (4). Tumors in this site are classified, according 
to World Health Organization (WHO), as intraepithelial 
neoplasias, carcinomas and carcinoid tumors (5). Carcinomas 
are most frequently identified, with squamous cell carcinoma 
(SCC) comprising~95% of all the anal tumors (6), and ~5% 
of the lesions are adenocarcinomas (7). The age-standard-
ized incidence is <1/100,000 people, and the mortality is 
0.2/100,000 (1). In men who practice anal receptive intercourse, 
the incidence of anal cancer increases up to 35/100,000 (5,8). 
This is predominantly due to increased risk of human papil-
lomavirus (HPV) infection (1), HPV16 is most frequently 
observed in anal SCC (9). HPV infection leads to intraepithe-
lial neoplasia that progresses from low-grade to high-grade 
dysplasia and, finally, to invasive cancer. The regression of 
high-grade dysplastic lesions is rare (5). HPV infection results 
in high expression of cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 
(p16), and disrupts the association between retinoblastoma 
protein and the E2F family of transcription factors, ultimately 
leading to cellular proliferation (10). Recently, it was demon-
strated that a high frequency of women with cervical cancer 
also have infection of the anal canal by HPV16 (11). In addi-
tion to HPV infection, other known risk factors of anal cancer 
are immunodeficiency due to human immunodeficiency virus 
seropositivity, low cluster of differentiation 4 T cell count, 
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