
 

    

  

  

  

  

  

LUCIANA  REIS  ROSA  SACOMAN  

  

  

  

AVALIAÇÃO  DO  PERFIL  GENÉTICO  DO  HPV16  E  SEU  SÍTIO  DE  

INTEGRAÇÃO  EM  CÉLULAS  EPITELIAIS  NORMAIS  E  NEOPLÁSICAS  DA  

CÉRVIX  E  TONSILAS  

  

  

  

Tese  apresentada  ao  Instituto  de  Medicina  Tropical  

de  São  Paulo  da  Universidade  de  São  Paulo  para  

obtenção  do  título  de  Doutora  em  Ciências.    

  

Área  de  concentração:  Doenças  Tropicais  e  Saúde  

Internacional  

Orientador:  Dr.  José  Eduardo  Levi  

  

  

  

São  Paulo  

2018  

Universidade	  de	  São	  Paulo 
Instituto	  de	  Medicina	  Tropical	  de	  São	  Paulo 



 

    

  

  

  

LUCIANA  REIS  ROSA  SACOMAN  

  

  

  

  

AVALIAÇÃO  DO  PERFIL  GENÉTICO  DO  HPV16  E  SEU  SÍTIO  DE  

INTEGRAÇÃO  EM  CÉLULAS  EPITELIAIS  NORMAIS  E  NEOPLÁSICAS  DA  

CÉRVIX  E  TONSILAS  

  

  

  

Tese  apresentada  ao  Instituto  de  Medicina  Tropical  

de  São  Paulo  da  Universidade  de  São  Paulo  para  

obtenção  do  título  de  Doutora  em  Ciências.    

  

Área  de  concentração:  Doenças  Tropicais  e  Saúde  

Internacional  

Orientador:  Dr.  José  Eduardo  Levi  

  

  

  

  

São  Paulo  

2018     



 

    

1.   1 
2.   1 
3.   1 
4.   1 
5.   1 
6.   1 
7.   1 
8.   1 
9.   1 
10.  1 
11.  1 
12.  1 
13.  1 
14.  1 
15.  1 
16.  1 
17.  1 
18.  1 

 
Ficha  catalográfica  elaborada  pela  Biblioteca  do  Instituto  de  Medicina  Tropical  de  São  Paulo  

da  Universidade  de  São  Paulo  –  Bibliotecário  Carlos  José  Quinteiro,  CRB-8  5538  

  
©  Reprodução  autorizada  pelo  autor  

  
  

  
Rosa-Sacoman,  Luciana  Reis  

Avaliação  do  perfil  genético  do  HPV16  e  seu  sítio  de  integração  em  células  
epiteliais  normais  e  neoplásicas  da  cérvix  e  tonsilas  /  Luciana  Reis  Rosa-Sacoman.  –  
São  Paulo,  2018.  

Tese  (Doutorado)  –  Instituto  de  Medicina  Tropical  de  São  Paulo  da  Universidade  
de  São  Paulo,  para  obtenção  do  título  de  Doutor  em  Ciências.  
Área  de  concentração:  Doenças  Tropicais  e  Saúde  Internacional  
Orientador:  José  Eduardo  Levi  
  

Descritores:  1.  HPV.  2.  PREVALÊNCIA.  3.  NEOPLASIAS  DE  CABEÇA  E  
PESCOÇO.  4.  NEOPLASIAS  DO  COLO  UTERINO.  5.  BIOLOGIA  MOLECULAR.  6.  
SEQUENCIAMENTO  GENÉTICO.  
  
  
USP/IMTSP/BIB-13/2018.  
  

     



 

    

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
SUA MELHOR CONTRIBUIÇÃO PARA A HUMANIDADE TALVEZ NÃO SEJA ALGO QUE 

VOCÊ FAÇA, MAS ALGUÉM QUE VOCÊ CRIE. 

 

 

- AUTOR DESCONHECIDO -  

  



 

    

  

  

     

Resumo 



 

    

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  Paulo;;  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  

Inno-Lipa,  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  Paulo;;  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  epissomal;;   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   Inno-Lipa  

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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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  



 

    

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.  



 

    

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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