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RESUMO

Silva JB. Prevaléncia de HPV em tonsila de individuos sem cdncer [dissertagdao]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

O Papiloma virus Humano (HPV) € responsavel pela infeccao sexualmente transmissivel
mais comum no mundo. Clinicamente, os HPVs sdo divididos em dois grupos; os HPVs
de baixo risco, que sdo associados as verrugas genitais e lesdes benignas e os HPVs de
alto risco, principalmente os tipos 16 e 18, que se integram ao DNA do hospedeiro e
promovem a transcricao de seus oncogenes E6 e E7, associados ao desenvolvimento do
cancer. O virus ¢ responsavel por cerca de 99,7% dos tumores de colo do utero e tem sido
associado também a tumores na regido de cabeca e pescoco. O tipo histologico mais
frequente nesta localidade ¢ o carcinoma epidermoide de cabeca e pescogo (CECP). Os
principais fatores de risco para sua ocorréncia sao o tabagismo e o etilismo, contudo, 10
a 20% dos pacientes que desenvolvem CECP ndo tem historico de utilizagdo destas
substancias. A partir desta evidéncia, novos fatores de risco, como comportamento
sexual, foram descritos para o desenvolvimento do cancer. O HPV ¢ o fator de risco mais
recentemente associado ao cancer de orofaringe, em especial o tipo 16. As tonsilas
parecem agir como reservatorio para o virus. Ha diversas teorias para explicar a maior
susceptibilidade da orofaringe a infec¢ao pelo HPV, uma delas seria pelo fato do epitélio
ser composto por diversas criptas profundas que possivelmente facilitaria a permanéncia
do virus. O objetivo deste trabalho ¢ estabelecer a prevaléncia do HPV em tonsilas de
individuos sem cancer e comparar os fatores de risco associados a infeccao pelo virus
entre pacientes HPV positivos e negativos por meio de questiondrio epidemioldgico. A
metodologia para o presente estudo consistiu em selecionar pacientes com idade acima
de 18 anos, de ambos os sexos, sem suspeita de neoplasia, submetidos aos processos
cirargicos de uvulopalatofaringoplastia ou tonsilectomia, do servico de
Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo e Hospital Paulista. Foi realizada uma entrevista de hébitos de vida, cujo
questionario inclui questdes sobre o uso de tabaco, alcool e habitos sexuais. As tonsilas
retiradas durante a cirurgia passaram por um corte, para retirada de uma amostra em
duplicata de cada tonsila, direita e esquerda, totalizando 113 pacientes incluidos no estudo
e 226 amostras analisadas. As amostras foram submetidas a extragdo de DNA, PCR
convencional e PCR em tempo real especifica para o HPV 16. Todas as 226 amostras
foram positivas para gene constitutivo da beta-globina que determina a integridade do
DNA extraido, entretanto, ndo foram encontradas amostras positivas para presenga de
DNA viral tanto PCR convencional como na PCR especifica para o tipo 16. Embora
algumas relagdes sobre habitos sexuais nao puderam ser analisadas de forma mais
abrangente, toda a metodologia utilizada para detecgdo viral mostrou boa sensibilidade e
o estudo pode servir de base para pesquisas futuras no entendimento do comportamento
viral em tonsilas de individuos sem cancer.

Descritores: Papillomaviridae; Papilomavirus humano; Orofaringe; Tonsila palatina;
Prevaléncia; Reagdo em cadeia da polimerase; Livre de cancer.



ABSTRACT

Silva JB. Prevalence of HPV in Tonsils of Individuals without Cancer [dissertation]. Sdo
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Human papillomaviruses (HPV) are responsible for the most common sexually
transmitted infection in the world. HPVs are clinically divided into two groups, low-risk
HPVs, which are related to genital warts and benign lesions, while high-risk HPVs,
specially the types 16 and 18, which may integrate into the host DNA and transcribe the
oncogenes E6 and E7, are associated with malignant growth. This virus is responsible for
approximately 99,7% of cervical cancers and recently was also associated to head and
neck tumors. The most frequent histological type of head and neck cancer is the
Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) and the most important risk factors for its
occurrence are smoking and alcoholism. However, 10% to 20% of the patients who
develop SCC have no history of these substances consumption. Since that evidence, a
new risk factor, sexual behavior, was associated to CECP development. HPV type 16 is
the newest risk factor associated with Oropharynx SCC specifically on the tonsils, which.
seem to work as virus reservoirs. There are several theories that explain the enhanced
susceptibility of oropharynx to HPV infection, one of them postulates that the tonsil
epithelium, composed of several deep crypts, would possibly facilitate the persitence of
the virus, evading from the immune system.

This thesis aims at establishing the prevalence of HPV in tonsils of individuals without
any cancer signals and to compare the risk factors associated with viral infection. Patients
over 18 years old, both genders, without any suspicions of neoplasm, subjected to surgery
procedures or uvulopalatopharyngoplasty and tonsillectomy were invited to enroll. An
interview including questions about smoking, alcoholism and sexual habits was
performed. Tonsils obtained from the surgeries were cut to extract a duplicated sample
from each tonsil, right and left totaling 113 patients included in the study and 226 samples
analyzed. The tonsils were submitted to DNA extraction, conventional PCR and real-time
PCR specifically for HPV 16.

All 226 sample were positive for -globin, however, no samples were found positive for
the presence of viral DNA precluding the analysis of risk factors. This study could serve
as a basis for future research on the understanding of the viral behavior in tonsils of
individuals.

Descriptors: Papillomaviridae; Human papillomavirus; Oropharynx; Palatine tonsil,
Prevalence; Polymerase Chain Reaction; Cancer-free.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias malignas de cabeca e pescogo acometem diversos sitios anatomicos,
como 0s seios paranasais, a laringe, a hipofaringe, a nasofaringe, a orofaringe e a cavidade
oral. O tipo histologico de maior ocorréncia dessa neoplasia ¢ o Carcinoma Epidermoide
de Cabeca e Pescogo (CECP) (1). Embora os principais fatores de risco para ocorréncia
de CECP, sejam a exposi¢ao ao tabaco e alcool, a carcinogénese também ¢ causada pela
infeccao do Papilomavirus Humano (HPV), principalmente pelo tipo considerado de alto
risco como o 16. (2, 3).

A infec¢do pelo HPV ¢ considerada a infec¢do sexualmente transmissivel mais
comum no mundo, com prevaléncia elevada em ambos os sexos. Estima-se que 75% a
80% da populacdo sexualmente ativa seja infectada por um ou mais tipos do virus em
algum momento da vida. (4-6).

E descrito na literatura que uma grande parcela das infecgdes por HPV
permanecem subclinicas e sdo eventualmente eliminadas pelo sistema imunologico em
até 24 meses, entretanto, em alguns casos podem vir a se tornar infec¢des persistentes.
Além disso, o vinculo entre a infecgao persistente do HPV e o cancer em diversos sitios
anatomicos, ja ¢ bem estabelecido e reconhecido (7, 8). A primeira descri¢ao de cancer
causado pelo virus, foi na regido do colo do ttero e evidéncias mostram que 99,7% dos
casos de cancer de colo do utero ¢ identificado a presenga do HPV (9-12). O HPV ¢ ainda
potencialmente oncogénico em na regido anogenital e da cabeca e pescoco.

Estudos relatam que hébitos sexuais estdo sendo fortemente ligadas ao aumento
da infecgdo pelo virus no sitio da orofaringe em individuos sem cancer e a pratica de sexo
oral ¢ sugerida como a principal via de transmissdo do HPV para essa regido (7, 13, 14).
Estima-se que a deteccao dos tipos de HPV oral considerados de alto risco em individuos
infectados e assintomaticos seja proxima de 3,5% (15).

Recentemente, foi estabelecida a ligacdo entre o Carcinoma Epidermoide de
Orofaringe (CEO) e o HPV, porém a lesdo precursora nesse sitio ndo ¢ totalmente
compreendida como no cancer de colo do utero, em que uma lesdo precursora de
malignidade pode ser detectada. Cerca de 72% dos carcinomas epidermoide de orofaringe

associam-se ao virus na América do Norte. A incidéncia de CEO causada pela infec¢ao
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persistente pelo HPV tem aumentado rapidamente nos Estado Unidos (EUA) e pode
ultrapassar o nimero de casos de cancer de colo do utero ligados ao virus. (4, 7).

Na orofaringe, o subsitio com maior prevaléncia de infeccdo pelo HPV sao as
tonsilas palatinas, seguido pela base de lingua. Ndsman et al. (16), avaliaram registros de
cancer na Suécia e constataram aumento consideravel de casos de cancer tonsilar
atribuiveis ao HPV. Enquanto entre 2000 — 2002 a prevaléncia foi de 68% dos casos,
entre 2006 — 2007, amentou para 93% dos casos (14, 16).

Mais investigagdes sobre a historia natural da infec¢cdo pelo HPV na orofaringe de
individuos sem cancer sdo necessarias, uma vez que o mecanismo de promocdo da
neoplasia, principalmente em tonsilas, ¢ desconhecido e ndo existe triagem disponivel
para prevengdo dessa doenga. O presente estudo visa estabelecer a prevaléncia dessa
infeccdo em nossa populagdo. Essas informagdes podem auxiliar na maior compreensao
dos mecanismos de infec¢do e oncogénese do HPV na orofaringe, bem como nortear
eventuais campanhas de conscientiza¢do de grupos de risco eventualmente identificados

neste estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Papilomavirus humano

Na Italia, no inicio do século XX, foi constatado o primeiro relato em relagdo a
etiologia viral relacionada as verrugas cutaneas e genitais causadas pelo HPV. O HPV,
contudo, foi identificado por microscopia eletronica pelos autores Strauss e Shaw
somente em 1949 (17, 18). Na década de 70, os Papilomavirus (PVs) eram considerados
apenas causadores de verrugas, o que nao era visto como um problema de satde publica
por se tratarem de lesdes benignas, sendo o interesse por esse virus apenas académico
(18, 19).

Ao final da década de 1970, Harald zur Hausen e colaboradores, levantaram a
hipétese de que o HPV estaria ligado ao cancer cervical e que pessoas com habitos
promiscuos, apresentavam maior risco para as verrugas (condilomas acuminados). A
comprovacao de tal teoria foi publicada pela Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer da Organizacdo Mundial da Satide (IARC) em 1995 e a pesquisa foi ganhadora
do Prémio Nobel de Medicina em 2008 (20).

Ap0s o inicio do desenvolvimento de técnicas de biologia molecular na década de
80, ocorreu a detec¢ao de dezenas de HPVs em lesdes benignas e malignas de mucosa,
marco esse considerado uma preparagdo para uma grande expansdo da pesquisa em
relag@o a esse virus, refor¢gando a importancia de se compreender o comportamento viral
(19).

Mais tarde, o HPV passou a ser aceito como agente causador de diversos canceres.
Infecgdes persistentes por tipos de virus classificados como de alto risco oncogénico
passaram a ser consideradas fatores de risco para ocorréncia de lesdes precursoras e

neoplasias (10).

2.2 Taxonomia

Os PVs podem ser encontrados em répteis, aves e em mais de 20 espécies de

mamiferos. Na espécie humana, foram identificados aproximadamente 200 tipos

diferentes do virus e de acordo com o International Committee on the Taxonomy of
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Viruses (ICTV), o HPV ¢ pertencente a uma grande familia denominada,
Papillomaviridae. Na Figura 1, estdo representados 5 géneros (4/pha-, Nu/Mu-, Beta- e
Gammapapillomavirus), classificados com base no sequenciamento de nucleotideos dos

diferentes tipos virais (9, 19, 21).

Alpha-papillomavirus
musosal & cutanaous

Mu-papillomavirus
cutansous

Mu-papillomavirus

CUtansous

Gamma-
papillomavirus
culgnaous

Beta-papillomavirus

cutaneous

Fonte: Doorbar J, Egawa N, Griffin H, Kranjec C, Murakami I, 2015 (8)
Figura 1. Classificacdo dos géneros de Papilomavirus encontrados em humanos

A divisdo dos géneros estd fundamentada na comparacdo da sequéncia de
nucleotideos da regido mais conservada do genoma viral (gene L1). Existe uma hierarquia
taxondmica composta por: “familia”, “espécie”, “tipo”, “subtipo” e “variante”. Desta
forma, considera-se um novo tipo de HPV se ha diferenca de pelo menos 10% na

sequéncia de nucleotideos da regido L1 em relagdo a um genotipo ja conhecido. Caso essa



22

diferenca seja de 2% a 10%, considera-se um subtipo € menos que 2%, uma variante do
tipo (8, 22, 23).

Clinicamente, o género referido como mais importante ¢ o Alphapapilomavirus,
género com mais amplo estudo nele estao contidos os tipos associados a diversas lesoes,
como as neopldsicas, assintomaticas e benignas. Os tipos virais desse género podem ser
classificados de acordo com seu potencial oncogénico (23).

Os tipos encontrados em proliferacio benigna (verrugas ou condilomas
acuminados), sdo classificados como HPV de baixo risco oncogénico, como exemplo os
tipos 6 e 11. O sistema imunoldgico costuma depurar esses virus em aproximadamente
24 meses. Os tipos de HPVs classificados como de alto risco sdo encontrados em maior
frequéncia nas lesdes neoplasicas. Esses tipos virais tem uma maior capacidade de
persisténcia e frequentemente inserem partes especificas do seu genoma no genoma do
hospedeiro (9, 24, 25).

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC), classificou 12 tipos (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59) com risco consideravel na promog¢do de
canceres genitais como: cervical, anal, vagina, vulvar, peniana, além de forte associagao

com canceres da regido da cabega e pescoco (11).

2.3 Biologia do HPV

Os HPVs sdo considerados um grupo heterogéneo, porém sua organizacao e
estrutura ¢ a mesma. Tratam-se de virus epiteliotropicos pequenos, com particula viral de
aproximadamente 55 nanometros (nm) de didmetro e 72 capsomeros. Nao sdo
envelopados, apenas envoltos por um capsideo proteico, que lhes confere uma
caracteristica estavel e resistente aos solventes organicos e aquecimento. Seu genoma ¢
composto por uma molécula de 4cido desoxirribonucleico (DNA) de fita dupla circular
com aproximadamente 8000 pares de bases (pb) (5, 23, 26).

O genoma do HPV possui oito regides denominadas fases de leitura aberta (Open
Reading Frames - ORF). As ORFs, encontram-se na mesma fita de DNA e sao divididas
em trés, sendo elas a regido precoce E que ocupa cerca de 50% do genoma (Early), a
regido tardia L (Late) e uma regido reguladora, a LCR (Long Control Region) ou URR
(Upstream Regulatory Region). Essa regiao nao possui ORFs e tem entre 500 a 1000pb
(23, 27). (Figura 2).
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Regido Regulatdria ‘/l
\ e

7
LCR E6

E1

Regido de sintese
das proteinas do
capsideo HPV 16

{7,005 base pairs)

E5
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Fonte: Adaptado de Villa LL, 2006 (28)
Figura 2. Esquema representativo do genoma do HPV

A regido E ¢ responsavel por codificar proteinas envolvidas com a replicagio
viral, transformacdo celular e apresentacdo de seis genes (E1, E2, E4, ES5, E6 ¢ E7). A
regido L codifica proteinas estruturais para formacao do capsideo proteico que sera
expressa somente em células com infec¢do produtiva (L1 e L2). Por fim, aa regido LCR
¢ o local de inicio da replicagdo e contém elementos de regulagdo da transcri¢do e
replicagdo viral (27, 29).

O gene El, altamente conservado codifica a DNA helicase necessaria para
replicacdo e amplificagdo do DNA viral. A expressao do E2 tem diversas fungdes, como
ativacdo ou repressao da transcricdo de todos os genes do HPV. Além disso, em
cooperagdo com El trabalha no reconhecimento e ligacdo a origem de replicagdo, na
manuten¢do da forma epissomal, participa também no processo de divisdo celular e
auxilia no estabelecimento da infeccao (30).

O gene E1 também atua na regulagao da expressao dos genes E6 ¢ E7 e a quebra do gene
E2 promove a inser¢do de fragmentos especificos do DNA viral no genoma da célula do
hospedeiro, tal processo esta associado a progressao maligna devido a perda do controle

de expressao dos genes E6 ¢ E7 (8, 30, 31).
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O gene E4 d4 origem a uma proteina que apresenta possivel relacdo na
instabilidade de citoqueratinas e na maturacdo da particula viral, favorecendo o processo
de diferenciagao das células infectadas. J4 a proteina proveniente do gene ES esta
relacionada com a evasao do sistema imune e tem a funcdo também de aumentar o
estimulo de proliferagdo pela sua ligagdo com o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGF) (9, 31).

Os genes E6 ¢ E7 tem a importante funcdo de codificar produtos capazes de
interagir em diversos processos como os mecanismos de proliferagdao celular,
favorecendo a infeccdo produtiva, além de dificultar a apoptose e promover a
transformagao celular. A expressdo desses dois genes associados aos genes E1, E2, E4 e
ES5 sdo indispensaveis para a replicacao viral, sintese e liberacdo de particulas virais (9,

31).

2.4 Ciclo biologico do HPV

Em relacdo ao ciclo de replicacdo do HPV, a infec¢ao dependera do sitio onde
ocorreu a infec¢ao e de fatores como o uso de hormdnios, tabagismo, traumas do tecido,
entre outros. Esse ciclo ¢ diretamente ligado a diferencia¢ao do epitélio e no contexto do
ciclo viral. O HPV codifica proteinas que atuam na reativagdo da sintese do DNA celular,
inibicao da apoptose e retardo do programa de diferenciacdo do queratinécito infectado
(32, 33).

Como descrito em literatura, a infecg¢@o pelo virus se da por meio de microtraumas
que acabam por expor células da camada basal (32-34). Acredita-se que para a entrada do
genoma viral no nucleo da célula seja necessario uma divisao celular ativa, como a que
ocorre durante a cicatrizacao de feridas (35).

O mecanismo utilizado pelo HPV para entrar na célula ainda nao foi totalmente
elucidado. Entretanto, tem-se demonstrado que o capsideo viral seria importante nesse
processo, por meio da interacdao inicial da proteina principal do capsideo L1 com o
proteoglicano heparan-sulfato (HSPG). Ocorre uma mudanga conformacional que inclui
a clivagem na por¢do N-terminal da proteina L2, essa clivagem facilita a transferéncia
para um segundo receptor nos queratindcitos basais, processo necessdrio para a
internalizacao do virus. A internalizacao ocorre na maioria das vezes por endocitose via
clatrina, seguida pelo desnudamento do capsideo viral e exposi¢ao do genoma por

transporte endossomal para dentro da célula. O complexo proteina L2-DNA garante a
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internalizacdo no nucleo celular e a proteina L1 ¢ mantida no endossomo para degradagao
lisossomal (26, 35, 36).

O virus que infecta células basais, ¢ mantido em forma epissomal e para que ocorra
uma infecgdo persistente € necessario um numero de 50 a 100 copias do genoma viral
por célula (36). Apds a infecgdo das células , ocorre entdo a distribui¢do do DNA entre
as células filhas, enquanto algumas células continuam seu processo de maturacdo e
diferenciagdo, outras tem a funcdo de reservatorio viral permanecendo indiferenciadas
(35, 37).

Na fase inicial da replicagdo, a transcricdo dos genes E1 e E2 ¢ primordial, porém
na manutencdo de replicacdo epissomal no momento em que os nimeros de copias se
estabilizam, as mesmas podem ser dispensadas. Com a formacao do complexo E1-E2 no
inicio da replicagdo promove uma distor¢do no DNA viral que favorece a captagao
adicional da proteina E1. Essa proteina tem atividade de DNA helicase, fazendo com que
o DNA desenrole, formando novos genomas virais. Um detalhe importante da proteina
E2 ¢ a capacidade de regulacdo da expressao de E6 e E7, ativando ou reprimindo de
acordo com seus niveis expressos (38). A expressao combinada de E6 e E7 desregula o
controle do ciclo celular, impulsionando as células diferenciadas em fase S permitindo
que acorra amplificagdo do genoma viral e evitando que saiam do ciclo celular (35, 39).

O término desse ciclo viral envolve a expressdo dos genes da regido tardia L1 e
L2. O genoma viral associado a histonas sdo guiados por E2 para o capsideo proteico e
entdo a particula viral ¢ liberada. O papel da proteina E4 ndo foi completamente
elucidado, porém, ha indicativos de que sua principal fun¢do no ciclo seja na fase tardia,
ou seja, na fase de liberacdo da particula viral, por meio da associacgdo aos filamentos de
queratina celular, afetando a estabilidade mecanica ¢ o aumento da infectividade da
particula formada (35, 37).

A Figura 3 demonstra células do epitélio escamoso cervical e a maturacao desse
tecido, detalhando o ciclo celular do HPV, expressdo das proteinas precoces no inicio da

infeccdo e expressao dos genes estruturais ao final com a liberacao da particula viral.
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Figura 3. Ciclo celular do HPV

2.5 HPV e cancer — carcinogénese

Infecgdes persistentes causadas por tipos oncogénicos e falha no sistema
imunolégico podem ocasionar o desenvolvimento da neoplasia, esse processo esta
intimamente ligado aos genes precoces, E2, E6 e E7. Ao contrario das lesdes benignas,
em que o genoma viral esta epissomal, geralmente nas neoplasicas o encontra integrado
ao genoma do hospedeiro (39). Os tipos oncogénicos mais relacionados com neoplasia,
principalmente cancer de colo do ttero, sdo o 16 e o 18, sendo o 16 o tipo melhor
caracterizado a nivel molecular (41, 42).

Para que ocorra a integracdo, considerado um evento de probabilidade, ¢
necessario a ruptura de genes que regula transcricdo normal do virus, geralmente o local
de integragdo ¢ encontrado nos genes E1 e E2. A ruptura de E2, principalmente, faz com
que ocorra uma alta expressdo e persisténcia de E6 e E7. O acumulo de erros genéticos
com a integragdo e a perda de regulacdo desses genes ¢ considerado o ponto chave para
malignidade (35, 43).

As proteinas E6 e E7 formam complexos com as proteinas celulares supressoras
de tumor como, a p53 e a pRB, que inativam suas fung¢des de regulacdo do ciclo celular.

A proteina E6 tem interacdo com a p53, uma fosfoproteina que atua por meio de varias
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vias celulares, como a parada do ciclo celular, apoptose, alteracdes metabolicas, reparo
do DNA e supressdo tumoral (43, 44). Em consequéncia dessa interacdo, a p53 ¢
degradada, o que resulta no bloqueio da apoptose e aumento da instabilidade
cromossomica. Outro importante papel da proteina E6 ¢ promover a ativagao da
telomerase e das quinases da familia SRC, o que ocasiona crescimento celular (2, 39).

A proteina E7 interage com membros da familia Rb, essa familia de proteinas tem
a fungdo de controle de transcrigao da fase G1-S por meio da regulacao da atividade da
familia E2F, que por sua vez, consiste em 8 membros que atuam como ativadores ou
repressores transcricionais. Essa interacao de E7 com Rb causa sua degradacgao, liberagao
do fator de transcricio E2F e o aumento de expressio de pl16™K4A | esse processo ird
favorecer a proliferacao celular e em conjunto com a alta expressao de E6 estimulara a

progressao do ciclo celular, contribuindo assim para a carcinogénese (2, 39).

2.6 HPV e neoplasias de cabeca e pescoco

2.6.1 Epidemiologia do cancer de cabeca e pescoco

Dados do Globocan 2012, revelam que o numero estimado de novos casos de
cancer para 2025, sem considerar casos de cancer de pele ndo melanoma, ¢ de
aproximadamente 20 milhdes para ambos os sexos por ano em todo mundo e para o
Brasil, o valor ¢ de 690 mil novos casos (45). O cancer ¢ uma doenga de incidéncia
crescente ligada a multiplos fatores, espera-se que essa doenca seja a barreira mais
importante para aumentar a expectativa de vida em todos os paises do mundo no século
XXI. Estimativas do Globocan 2018, indicam para esse ano, 18,1 milhdes de novos casos
e 9,6 milhdes de mortes por cancer em geral (46).

O Cancer de Cabeca e Pescogo (CCP) ¢ um problema de saude publica mundial,
por ter alta taxa de morbidade e mortalidade. Sua incidéncia ¢ crescente e sua etiologia
multifatorial, acomete principalmente homens de faixa etaria acima de 50 anos com
histérico de utilizagdo do alcool e tabaco, que atuam em sinergismo na promog¢ao do
cancer (47-49). E uma neoplasia que compreende um grupo anatémico heterogéneo, no
qual 90% dos casos sdo Carcinomas Epidermoide de Cabeca e Pescogo (CECP) afeta o
revestimento mucoso do trato aerodigestorio superior, como cavidade oral, a laringe, a

faringe e a orofaringe (48-50).
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Na América Latina, particularmente no Brasil, a incidéncia de CECP ¢
relativamente alta e a taxa de sobrevida relativa para esse cancer ¢ de 50 a 70%, levando
em conta todos os sitios anatdmicos, estagios da doenca e o tipo de tratamento realizado.
A média de sobrevida no Brasil, para cancer de boca e de orofaringe em 5 anos ¢ de 50%
(51, 52).

Dados de cancer de cavidade oral e faringe juntos mostram que ocupam o nono
lugar de cancer mais comum diagnosticado em homens, compreendendo 4% dos novos
casos para esse sexo, além da mortalidade ser 2,8 vezes maior quando comparado com
mulheres. Para cancer de cavidade oral, no ano de 2012, verificou-se 300.400 novos casos
e 145.400 mortes, incluindo os casos de cancer de labio. A incidéncia do cancer de
cavidade oral aumenta em média ao ano 0,6% e a incidéncia para cancer de orofaringe,
principalmente, em tonsilas, tem aumentado em média 2,9% ao ano (1, 53).

No Brasil, estimativas divulgadas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA),
indicam 11.200 novos casos de cancer de cavidade oral/orofaringe (CO0 — C10) em
homens e 3.500 em mulheres para os anos de 2018 ¢ 2019. A neoplasia ¢ considerada o
4° cancer mais frequente na regido Sudeste, com incidéncia estimada de 13,77 casos para
cada 100 mil habitantes, sendo que a regido Sul ¢ a que apresenta maior incidéncia, 15,40
casos para cada 100 mil habitantes (47).

Passou-se a observar uma mudanga no cendrio tradicional dessa neoplasia, houve
um aumento crescente do cancer de orofaringe, em destaque o carcinoma tonsilar, € um
declinio no cancer de laringe e hipofaringe. Mudancgas também foram observadas nos
habitos relacionados a neoplasia como a diminui¢do do tabagismo e no comportamento
sexual das popula¢des como aumento da exposi¢ao ao HPV oral pelo sexo oral. (14, 54).

Dados demonstraram que 10 a 20% dos pacientes que desenvolvem CECP nao
tem historico de utilizagdo de tabaco e alcool e a identificagdo da infec¢do por HPV de
alto risco passou a ser considerada um novo fator de risco para ocorréncia dessa neoplasia,
sendo o tipo viral 16 com maior prevaléncia em amostras tumorais, representando 90%
dos CECP positivos para HPV (49, 55, 56).

No mundo estima-se que 18% dos casos de cancer sdo atribuidos a agentes
infecciosos e para o HPV dados do Globocan destacam, que a infec¢do pelo virus foi
responsavel em 2012 por 29,4% (Gréfico 1) dos casos de cancer no mundo em ambos os
sexos, e, na América do Sul, essa porcentagem foi de 48,5% (Gréfico 2) (57). O HPV esta
presente em 12% dos casos de cancer de faringe, 3% no cancer de boca e 60% nos casos

de orofaringe (55, 58).
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A prevaléncia da infeccdo por HPV especificamente para o cancer de orofaringe,
terd variabilidade de acordo com a localizacdo geografica, como por exemplo, o Japao

tem a maior prevaléncia, enquanto que na Africa a menor (59).

Grafico 1. Casos de cancer atribuido a agentes infecciosos para ambos sexos em todo
o mundo para o ano de 2012

Cancer cases (all infectious agents} among both sexes in 2012 attributable to infections, in the world, shown by infectious agents
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Fonte: IARC, 2012 (57)

Grafico 2. Casos de cancer atribuido a agentes infecciosos para ambos sexos na
América do Sul para o ano de 2012

Cancer cases (all infectious agents) among both sexes in 2012 attributable to infections, in South America, shown by infectious agents
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2.6.2 Biologia molecular do CECP

Em relacdo a aspectos moleculares, o cancer como um todo ¢ dependente de um
processo de carcinogénese, com multiplos passos e canceriza¢ao de campo, além das vias
de sinalizacdo que sdo alteradas durante a carcinogénese de acordo com o fendtipo de
cada tumor. No CECP ha subclasses genéticas com diferencas consideraveis entre si,

(Tabela 1) como os tumores HPV positivos e tumores HPV negativos (48).

Tabela 1. Diferencas entre tumores HPV positivos e negativos em cabeca € pescogo

Caracteristica HPV-negativo CECP HPV-positivo CECP
Incidéncia Diminuindo Aumentando
Etiologia Fumar, uso excessivo de dlcool ~ Sexo oral

Idade Acima de 60 anos Abaixo de 60 anos
Cancerizac¢ao de campo Sim Desconhecido
Mutacoes TPS3 Frequente Nao frequente

Local de predilecio Nenhum Orofaringe
Prognéstico Destavoravel Favoravel

Fonte: Adaptado de Leemans CR, Braakhuis BJM, Brakenhoff RH, 2011 (48)

Nos casos de CECP causados pelos fatores de risco habituais (tabaco e alcool) ¢
possivel encontrar o gene p53 mutado e uma delecao na regido 9p21-22 no inicio da
carcinogénese e como consequéncia a perda de expressao do gene p16 supressor de tumor
(49, 60). Entretanto, os tumores HPV positivos t€ém expressao diminuida de p53 do tipo
selvagem devido a inativagao e degradacao ocasionada pela oncoproteina E6. Além disso,
ocorre uma alta expressao da proteina p16 em decorréncia da inativacao funcional do Rb
pela oncoproteina E7, ambas ja descritas, o que resulta no aumento do ciclo celular
mesmo com danos no DNA. Essa alta expressao de p16 ¢ evidenciada por meio de imuno-
histoquimica e usado como marcador clinico para detectar a atividade viral (49, 61). Outra
diferenca entre os tumores ¢ uma quantidade maior de alteragdes cromossdmicas no
tumor HPV negativo (49).

O progndstico entre os pacientes também difere em relag@o ao status do HPV. De
acordo com alguns estudos, independentemente da idade, estdgio da doenca,
diferenciagdo tumoral e sexo, a sobrevida dos pacientes com tumores HPV positivo ¢
maior em comparagao aos pacientes HPV negativo. Porém, hébitos como fumar podem
influenciar negativamente na sobrevida do paciente com cancer orofaringeo HPV

positivo. O risco de recaida e morte aumenta em 1% para cada ano adicional de uso da
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substancia, deixando claro o comportamento do tumor positivo para HPV, que pode ser

alterado biologicamente (49, 62, 63).

2.6.3 Tonsila - anatomia, imunologia e HPV

As tonsilas platinas estdo localizadas na entrada do trato aerodigestorio superior,
onde sua funcdo ¢ a prote¢do contra patdogenos que podem ser inalados e ingeridos. A
protecao dessa regido se da por meio do mecanismo de defesa inespecifico inato e por
reacdes imunes especificas adaptativas, com grande abundancia de células T nessa regido
(64). A parte superficial das tonsilas € recoberta por um epitélio do tipo escamoso
estratificado nao queratinizado. As tonsilas sdo 6rgaos linfoides sem vasos aferentes e o
contato com o antigeno ¢ feito por meio de suas criptas (Figura 4), area na qual o epitélio

reticulado ¢ altamente especializado (65-67).

Fonte: Tanaka TI, Alawi F, 2018 (65)
Figura 4. Cripta tonsilar

O epitélio das tonsilas forma invaginacdes profundas denominadas criptas
tonsilares. Nas tonsilas palatinas existem aproximadamente de 10 a 30 criptas
ramificadas, com a presenca de numerosos linfocitos e com invaginagdes do tecido

linfoide. Isso faz com que aumente a area de superficie da tonsila acessivel para possivel
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interagdo com antigenos (65). O epitélio das criptas e a presenc¢a de citocinas produzidas
pelo tecido linfoide pode estimular a transcrigdo, transformagdo maligna das células e
possivel progressao do cancer (68).

O epitélio da cripta tonsilar, tem forte expressdao do ligante de morte celular
programada 1 (PD-L1). O PD1-L1 pode suprimir a resposta das células T, ocasionando
um local imuno-priveligiado para infec¢dao por HPV e resisténcia imune adaptativa, o que
devido a persisténcia do virus da infec¢ao pode levar a carcinogénese (65).

A infeccdo pelo HPV ¢ responsavel por aproximadamente 5,2% dos canceres
humanos em todo mundo, para infec¢do oral observa-se que de 5% a 8% dos adultos em
todo o mundo estejam infectados pelo virus (69, 70). Existem diversas teorias para
explicar a maior susceptibilidade da orofaringe a infec¢ao pelo HPV. Uma delas € que se
trata de uma regiao recoberta por um epitélio com caracteristicas semelhantes ao da regiao
genital, onde o HPV ¢ frequentemente encontrado devido a facil acessibilidade viral ou
pelo proprio tipo de tecido considerado mais vulneravel do que outros sitios do trato
aerodigestorio superior (71, 72). No entanto, os mecanismos pelos quais a infeccdo de
HPV contribui para a ocorréncia de neoplasia na cavidade oral permanece sob
investigacdo (65).

Apesar de ndo saber ao certo se a infec¢do pelo HPV oral em pacientes saudaveis
ira gerar tardiamente um CECP, as tonsilas, principalmente as criptas, parecem estar
agindo como reservatorio viral. Acredita-se que o biofilme presente nas criptas tonsilares
contribuia para que o HPV nao seja reconhecido pelo sistema imune (73).

O biofilme ¢ uma comunidade de bactérias aderidas a superficie, suas
caracteristicas clinicas compreendem resisténcia tanto aos antibioticos, quanto a defesa
do organismo. E descrito que o biofilme estd presente em varios locais da cabeca e
pescogo e que desempenha um papel no processo de infegdes cronicas e recorrentes, como
nos casos de sinusite (74-77).

A inflamacdo cronica do tecido oral foi associada a um risco 4 vezes maior em
casos de tumor positivos para HPV, a periodontite tem sido proposta para o aumento
dessa neoplasia devido ao aumento a acessibilidade viral na camada basal (75).

Em relagdo a prevaléncia de HPV em pacientes assintomaticos, no Estados Unidos
um estudo relatou uma porcentagem de 6,9% de infeccdo pelo HPV entre homens e
mulheres com idade ente 14 ¢ 69 anos, em analise separada por sexo; para os homens foi
uma prevaléncia de 10,1% e para as mulheres 3,6%, e a prevaléncia foi declarada maior

em homens sexualmente ativos (13).



33

Em um outro estudo realizado no Reino Unido afim de avaliar também a
prevaléncia do virus em jovens assintomaticos, encontrou-se uma porcentagem de 4% de
infec¢do oral entre individuos de 18 a 25 anos. Neste estudo relatou-se um risco
aumentado entre os jovens com comportamento sexual de risco como sexo oral sem
protecao (78).

No Brasil, ha pouca informagdo sobre a prevaléncia de infec¢do por HPV oral.
Um estudo que avaliou diversos sitios anatdmicos da orofaringe, identificou 14% de HPV
oral e os sitios de maior prevaléncia foram as tonsilas e o palato mole. De maneira geral,
a prevaléncia de infeccdo em pacientes assintomaticos ¢ bem discrepante, hd uma
variagdo de 0% a 20%. Isso se da possivelmente pela sensibilidade dos métodos de
avaliacdo empregados, fatores epidemioldgicos dos grupos de pacientes estudados,
localizagao geografica do estudo e tipo de amostra (raspado, tecido a fresco ou enxague
oral) (56, 73, 79).

Uma forte associacdo a infeccdo de HPV em pacientes assintomadticos seria o
comportamento sexual, em um estudo com a populagdo americana foi relatado que o risco
de infeccao aumenta principalmente com o aumento do niumero de parceiros sexuais orais
e com o inicio da vida sexual oral com idade menor ou igual aos 18 anos (13).

Em diversos estudos, a prevaléncia da infec¢do ¢ maior entre homens, umas das
hipoteses para uma maior susceptibilidade masculina seria a diferenca hormonal entre os
sexos, que pode afetar o ciclo do virus na regido oral.

Em um estudo realizado para investigar as diferencas na historia natural da
infec¢cdo por HPV oral entre homens e mulheres, avaliou-se material de gargarejo de 409
individuos e encontrou uma prevaléncia de 15% para homens e 6% para mulheres. Neste
estudo foi relatado que essa diferenca ¢ possivelmente atribuida a diferenca de depuragao
da infec¢dao. Ou seja, as mulheres apresentam maior capacidade de montar resposta
imunolégica vigorosa contra o HPV genital, com prote¢do subsequente ao HPV oral.
Outro dado de interesse do estudo € o aumento do risco a infecgdo com o aumento do
numero de parceiros de sexo oral recentes somente entre os homens. Ja entre as mulheres
¢ ressaltado que ocorre uma diminuig¢ao do risco com o aumento do numero de parceiros
vaginais em toda vida (80).

Entre os homens no estudo HIM (The HPV Infection in Men), foi observado que
as taxas de aquisi¢ao de uma nova infecgao oral por HPV se mantém constantes ao longo
da vida. Também foi observado que as infe¢des prevalentes de HPV em cavidade oral

para esse sexo, sdo mais comuns em faixas etarias avangadas. No estudo, 40% das
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infec¢des que persistiram por mais de 4 anos ocorreram entre homens acima de 45 anos,
enquanto nenhuma infec¢do persistente ocorreu em homens jovens (81, 82).

Devido a alta taxa de presenca de HPV em lesdes pré-neoplasicas € no proprio
cancer, sugere-se que a infeccdo pelo virus seria um fator para o desenvolvimento da
doenca. E necessaria a compreensao da real prevaléncia e persisténcia da infecgao para o

entendimento correto da progressdo maligna no sitio de orofaringe (15).

2.7 Rastreio de HPV em tonsilas

Ainda que o progndstico nos canceres de cabeca e pescogo positivos para HPV
sejam mais promissores, 0 CECP ¢ diagnosticado em estagios mais avangados, o que
dificulta um tratamento efetivo. Triagem e detec¢do mais eficazes permitiriam que o
tratamento diminuisse a morbidade e mortalidade nesse tipo de neoplasia (83).

Estudos indicam que a infec¢do por HPV genital e oral sdo relacionadas, os
mesmos tipos encontrados no genital da mulher ou em parceiros sexuais sao encontrados
no trato oral (84, 85). O padrao ouro para detec¢dao de lesdes no colo do tutero ou até
mesmo no cancer ¢ a biopsia cervical, além da citologia em base liquida que utiliza
suspensoes de células residuais que detecta alteragdes induzidas pelo virus. Existe
também o Papanicolaou, outro exame de citologia convencional, porém estudos
demostram uma baixa eficacia, devido sua falha na sensibilidade e a taxa de falso negativo
pode variar entre 13 a 70% e as taxas de falso positivo 0 a 14% (84, 86, 87).

Os dados sobre a capacidade de rastreio do cancer de orofaringe e principalmente
de tonsila em pacientes assintomadticos sdo limitados, para essa triagem o padrao seria
exame visual e tatil convencional, que por vezes, podem vir a escapar em uma primeira
avaliacdo uma vez que as lesdes pré-neoplasicas e canceres precoces podem ser sutis e de
dificil caracterizacdo, prejudicando o diagnostico. Portanto, a adi¢do de técnicas para
compor esse método de triagem aumentaria a sensibilidade e especificidade do
diagnostico dessas lesoes (88).

O teste com escova citoldgica ndo seria o ideal para esse tipo de rastreio devido a
diferenca de acessibilidade epitelial, o colo do utero ¢ coberto por uma camada plana e
uniforme de epitélio escamoso estratificado, no qual a escova citoldgica ¢ eficaz, visto de
maneira diferente quando se trata por exemplo do epitélio tonsilar, caracterizado por um
epitélio irregular, que contém invaginagdes profundas (criptas), onde acredita-se que as

lesdes pré-neoplasicas tendem a surgir. Diante desse cenario, compreende-se a
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impossibilidade de utilizagdo da escova de citologia com podemos observar na (Figura 5)
(83).

A Colo do Utero P

Fonte: Adaptado de Lingen MW, 2011(83)

Figura 5. A. Escova citoldgica capaz de obter células epiteliais pré-malignas ou malignas no colo
do utero. B. Falta de acessibilidade da escova nas lesdes proveniente das tonsilas devido sua
anatomia irregular e das lesdes estarem nas criptas tonsilares

Métodos moleculares, como a utilizacdo do PCR convencional e em tempo real,
sao considerados grandes aliados ao teste convencional visual e tatil. O teste em saliva
seria uma saida para um diagnéstico mais acurado que apesar de ainda nao ter
confirmagdes cientificas, determinaria as chances de o paciente desenvolver um CECP
associado ao HPV, facilitando o monitoramento médico. Visto que o status de HPV dos
tumores determina o manejo clinico do paciente, ¢ de extrema importancia investir em

métodos de rastreio para o cancer de cabeca e pescogo como um todo, principalmente de
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orofaringe. O maior desafio seria o desenvolvimento de teste para a identificacdo dos
HPVs considerados de alto risco, associados aos testes ja existentes afim de triar com
maior rigor as lesoes pré-neoplésicas e os canceres presentes nas criptas tonsilares (83,

84, 89, 90).

2.8 Métodos moleculares para deteccao de HPV

De fato, foi evidenciado pela literatura o comportamento menos agressivo dos
tumores de cabega e pescoco HPV positivo, atribuindo a eles uma maior sobrevida,
menores riscos de progressdao e morte quando comparados com pacientes HPV negativo.
Portanto, acredita-se que com o melhor entendimento em relagao ao comportamento viral
nesse grupo de pacientes as terapias se tornem cada vez mais adequadas, reduzindo entao
sua na toxicidade (91, 92).

Assim, a avaliagdo do status de HPV nos casos de CECP tém grande relevancia
clinica, apesar de ndo haver unanimidade em relagdo a metodologia a ser usada para essa
deteccao. O protocolo a ser utilizado deve ter precisao, ser tecnicamente aplicavel a rotina
laboratorial e custo acessivel (92).

Teste moleculares que detectam o DNA do HPV ou seus transcritos sao
considerados altamente sensiveis quando comparados aos testes citopatoldgicos, além de
ser possivel também determinar o tipo viral presente na infec¢do. Devido a essas
importantes caracteristicas o teste molecular ¢ o padrao ouro na identificacao viral (87,
92).

A Dbiologia molecular passou a ser utilizada na década de 1980, a partir da
comercializacdo das sondas de acidos nucléicos. Com o avango nos ultimos anos,
métodos com maior sensibilidade e especificidade passaram a serem inseridos ndao s6 em
estudos epidemiologico, mas também no diagnostico dos diversos genotipos e multiplas
infecgdes causadas pelo HPV e os métodos baseados em PCR sdo amplamente utilizados
(10, 87, 92). Os métodos de detec¢ao do genoma viral sdo diversos, dentre eles destacam-
se a Captura Hibrida, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a hibridiza¢do molecular,
métodos de genotipagem e deteccdo de RNA mensageiro viral (93).

A captura hibrida ¢ considerada um teste de amplificacdo de sinal (HC2, Digene,
Inc., Qiagen, Gaithersburg, MD), ¢ um método ndo radioativo que baseia-se na
hibridizagdo do DNA-alvo de HPV a partir de sondas de RNA marcadas, os hibridos

formados de RNA-DNA sdo capturado em pogos e sdo detectados por um anticorpo
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monoclonal especifico e um substrato quimioluminescente, o que possibilita uma aferi¢ao
semiquantitativa do DNA de HPV capaz de detectar grupos virais de alto e baixo risco
(93).

Existem também métodos de amplificagdo de alvo com a PCR utilizada em
diagnosticos e acompanhamento clinico, em teoria tem a capacidade de produzir um
bilhdo de copias a partir de uma tinica fita dupla de DNA. E um processo baseado em
termociclagem com amplificacdo da sequéncia de um alvo utilizando primers tipos-
especificos ou primers consenso sob a presenca de uma DNA polimarase, que permite
amplificacdo de sequéncias de DNA de diferentes tipos devido ao alvo ser uma regido
conservada do HPV como a L1, nesse protocolo destacam-se 3 conjuntos de primers: os
iniciadores PGMY09/11, os SPF10 e o par GP5+/GP6+ (28, 92-94). A analise do produto
pode ser feito por meio de gel de eletrorefose em gel de agarose, RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), hibridizacdo tipo-especifica e sequenciamento (93).

Um outro método baseado também em PCR s6 que em tempo real, consiste em
medir com precisdo sequéncias especificas do acido nucléico de uma amostra mesmo que
em quantidades bem pequenas. Na PCR em tempo real a amplificacdo pode ser
monitorada pelo uso do corante SYBR® Green, um intercalante de DNA ou pelo sistema
Tagman® (95).

A metodologia SYBR® Green promove a incorporacio do corante na fita de DNA
formada, o que resulta na emissao de fluorescéncia 1000 vezes maior do que quando esta
em solucao livre, umas das vantagens ¢ o baixo custo, entretanto, como desvantagem ¢ a
inspecificidade, onde acaba se ligando a toda molécula de DNA como dimeros de
iniciadores o que pode gerar um sinal (95).

J4 o sistema Tagman® consiste no uso de sondas marcadas com uma molécula
fluorescente (reporter) na extremidade 5’ ¢ uma molécula bloqueadora (quencher) na
extremidade 3°. Quando essas moléculas estdo proximas o sinal do reporter ¢ bloqueado
pelo quencher, assim que a sonda hibridiza em uma sequéncia de DNA alvo, uma nova
fita ¢ produzida por meio da Tag DNA polimerase, que por sua vez tem fungdo
5’nuclease, quebra a sonda e permite que o sinal do reporter seja liberado, o que
corresponde a amplificacdo especifica da sequéncia alvo (95).

Além desses métodos estdo disponiveis os de genotipagem de HPV, como a
hibridizagao reversa que pode ser usada na identificagdo de infec¢ao por multiplos tipos
virais (93), o ensaio Linear Array HPV Genotyping (LA) capaz de detectar 37 gendtipos
e INNO-LiPA HPV Genotyping v2 (Innogenetics, Ghent, Bélgia) que identifica
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simultaneamente 28 tipos diferentes, onde ambos sdo baseados em PCR seguido de
hibridizacdo as sondas especifica (96, 97). Por fim, para deteccdo da atividade viral
existem métodos baseados na identificacdo dos mRNA das oncoproteinas E6 ¢ E7, como

por exemplo o APTIMA ® (Gen-Probe/Hologic) (98).
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3 JUSTIFICATIVA

O intuito desse trabalho ¢ o estudo da prevaléncia de HPV em tonsilas de
individuos sem cancer em uma populagao sem fatores de risco previamente conhecidos,
para servir de base no entendimento do papel do HPV na histéria natural do carcinoma
de orofaringe, além de estabelecer a relagdo entre a presenca do HPV em tonsilas e habitos

de vida.
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4 OBJETIVOS

Estabelecer a prevaléncia do HPV em tonsilas de individuos adultos sem cancer

4.1 Objetivos especificos

- Determinar a prevaléncia de HPV16 por PCR especifica.

- Comparar os fatores de risco associados a infec¢do pelo virus entre pacientes HPV

positivos e negativos por meio de questionario epidemiologico.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Modelo do Estudo

Trata-se de um estudo transversal

5.2 Calculo da amostra

Para as variaveis continuas foram calculadas as médias e desvios padroes. Para as
variaveis categodricas serdo apresentadas frequéncias e porcentagens.

O célculo do tamanho da amostra foi realizado com auxilio da ferramenta
eletronica disponivel em http://sampsize.sourceforge.net/iface/, com base no objetivo
primario do estudo, ou seja, propor¢do em amostra Unica. Segue estudo do nimero de
pacientes necessarios conforme o grau de precisdo do IC95% e a previsdo de prevaléncia
de positividade para o HPV, admitindo-se p<0,05. Para isso, nos baseamos em estudo
brasileiro de prevaléncia do virus em orofaringe de individuos saudaveis (73), que
detectou a presenca do virus por esfregaco em 3 de 39 tonsilas (~7,5% de positividade
para o local). Assim, para o nosso estudo, foi recrutado um total de 107 pacientes,

resultando em aproximadamente 214 amostras com duplicatas (Tabela 2).

Tabela 2. Calculo do numero de pacientes

N IC95% Prevaléncia de
(nimero de pacientes) (intervalo de confianca) | positividade para o HPV
73 10%(x5%) 5%
107 10%(x£5%) 7.5%
139 10%(£5%) 10%




42

5.3 Casuistica

Para o presente estudo, foram convidados pacientes com idade acima de 18 anos,
de ambos os sexos, sem suspeita de neoplasia, submetidos aos procedimentos cirargicos
de uvulopalatofaringoplastia ou tonsilectomia, do Servico de Otorrinolaringologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e Hospital
Paulista de Sao Paulo. No total foram incluidos 113 pacientes com essas caracteristicas
acima.

O termo de consentimento entregue ao paciente (ANEXO A), foi elaborado para
o projeto de doutorado da aluna Luciana Albina Reis Rosa, com orientacdo do Dr. José
Eduardo Levi, sob o titulo “Avaliagao do perfil genético do HPV16 e seu sitio de
integracdo em células epiteliais normais e neoplésicas da cérvix e tonsilas”, aprovado pela
CAPPesq (Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa) sob o parecer 173.181
(ANEXO B). Os pacientes do estudo em questdo foram os mesmos pacientes recrutados
para o projeto de doutorado da aluna descrita acima.

ApoOs assinatura do termo de consentimento, foi realizada uma entrevista de
habitos de vida, cujo questionario incluia questdes que englobam o uso de tabaco, alcool
e habitos sexuais. (ANEXO C). O questionario usado, faz parte do projeto tematico:
“Fatores ambientais, clinicos, histopatoldogicos e moleculares associados ao
desenvolvimento e ao prognodstico de carcinomas epidermoides de cabega e pescogo”,
realizado pelo grupo de pesquisa GENCAPO (Genoma do Cancer de Cabeca e Pescoco),
financiado pela FAPESP (Fundag¢ao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo), sob
o niimero 2010/51168-0, com a aprovagdo da CONEP (Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa) registro numero 16491 (ANEXO D).

As tonsilas retiradas durante as cirurgias passaram por corte, para obter uma
amostra em duplicata de cada tonsila, direita e esquerda, gerando quatro amostras de cada
paciente. Cada amostra foi acondicionada em criotubo de 2mL estéril, para
armazenamento, transportadas em nitrogénio liquido até o laboratdrio, em sequéncia eram

conservadas em freezer a -80°C, para realizagdo das técnicas posteriores.
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5.4 Extracdo de DNA

Para extracdo foi utilizado o kit Qiagen DNeasy blood & tissue kit, seguindo o
protocolo do fabricante, que orienta a adigao de 20uLL de Proteinase K (10mg/ml — USB
corporation), para promover a digestdo enzimatica e lise do tecido seguida da adi¢do de
180uL de Tampao ATL. As amostras foram incubadas a temperatura de 56°C por 16
horas. Em seguida foi adicionado 200uL de Tampao AL, para completar a lise dos tecidos
e etanol na concentragdo de 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 adicionado na coluna 500pL de Tampao AW1 e 500uL de Tampao AW2 para
lavagem, apos esse processo, os tubos seguiram para centrifugacao a 20.000xg por 1
minuto e a coluna transferida para um tubo de 1,5mL onde aplicou-se 20-100uL de
Tampao AE no centro da membrana e uma nova centrifugagao a 20.000xg por 1 minuto,
separando apenas o DNA.

Para verificagdo da concentracdo e a pureza, todas as amostras extraidas foram
quantificadas em espectrofotometro (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1,
Labtrade), ap0s esse processo todas as amostras de DNA foram padronizadas a 50ng/puL.

em um volume final de 100uL, entdo seguiram para o freezer a temperatura de -20°C.

5.5 PCR para gene constitutivo beta-globina

Para determinacdo da integridade do DNA extraido, as amostras foram
amplificadas pela PCR do gene constitutivo da beta-globina, que amplifica fragmento de
268pb, utilizando os iniciadores PCO4 e GH20 (Tabela 3), partindo de 250ng de DNA
(94).

Tabela 3. Primers que foram utilizados na PCR para gene constitutivo da beta-globina
Primer Sequéncia

PCO4 5'-CAACTTCATCCACGTTCACC-3'
GH20 5’ - GAAGAGCCAAGGACAGGTAC - 3
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5.6 Deteccdo do HPV por PCR convencional

Foi realizada a PCR com os iniciadores PGMY09/11 que amplificam fragmentos
de 450pb da regidao L1 do HPV de vérios tipos virais, ¢ considerado padrao ouro na
detec¢do do virus, nessa reacao foi possivel verificar presenga ou auséncia do DNA viral
(94). A PCR foi realizada no termociclador com volume final de 25uL, dos quais foram
utilizados 10uM de iniciadores e 250ng de DNA extraido. Os ciclos das reagdes foram
realizados seguindo o protocolo para amplificagdo: 40 ciclos (95°C por 5 minutos, 95°C
por 1 minutos, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e 72°C por 7 minutos).

Todas as amostras foram submetidas a PCR, utilizando beta-globina para testar o
método de extracao e evitar falsos negativos, uma vez que esse gene ¢ comum a todos
seres humanos.

Ap6s a PCR, os produtos da reagdo 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 tampao
TAE 1X [DNA Typing Grade TAE Buffer — GIBCO — Invitrogen Corporation (2mM
Tris- Acetato e S0mM de 4cido etilenodiaminotetracético - EDTA), corados com 0.05mg
brometo de etidio e em seguida visualizados sob luz ultravioleta (UV).

Apobs esse processo as amostras seguiram para realizacdo da técnica de PCR

especifica para HPV16.

5.7 PCR em tempo real para HPV16

A técnica de PCR especifica para o HPV16 foi realizada com o sistema TagMan
Universal PCR Master Mix 2x (Applied Blosysytems, Foster City, California, USA), com
os iniciadores especificos (Tabela 4) da regido E7 do HPV16 que amplificam
aproximadamente 100pbs (10), e uma sonda especifica para essa regido, desenhada no
laboratorio de Virologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdao Paulo, para o projeto
de doutorado da aluna Cristina Mendes de Oliveira (99).

Tabela 4. Primers e sonda utilizados na PCR em tempo real para E7 HPV16

Primer Sequéncia
Forward 5’ - GAT GAA ATA GAT GGT CCA GC -3’
Reverse 5" -GCT TTG TAC GCA CAA CCG AAG -3’

Sonda 5’ -/ FAM/ CAA GCA GAA CCG GCA AG/MGB /3
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A PCR em tempo real foi realizada com termociclador QuantStudio® 5 Real-Time
PCR System (ThermoFisher Scientific). O volume final das reacdes era de 12,5ul, nas
quais foram utilizados 125ng de DNA, 400nM de iniciadores HPV16-E7 senso ¢ anti-
senso, 200nM da sonda especifica para HPV 16, o volume final era completado com agua
livre de DNAse RNAse (Life Technologies, USA). Os ciclos das reagdes foram realizados
seguindo o protocolo para amplificagdo: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos,
seguido de 42 ciclos de (95°C por 15 segundos, 55°C por 1 minuto e 60°C por 1 minuto).
Foram usados como controles positivos DNA extraido das linhagens celulares SiHa (1
copia de HPV 16 por célula) e CaSki (600 copias de HPV 16 por célula) e, como controle
negativo, agua.

As andlises das curvas de amplificagdo foram realizadas no software do

equipamento citado.

5.8 Determinacao de sensibilidade analitica

Para essa determinacao foi construida uma curva padrao para HPV 16, utilizando
DNA extraido de células CaSki na concentracdo de 55,3ng/ul. Foram adicionados 4,77ul
de CaSki a uma amostra negativa para presenca do HPV proveniente do estudo, com um
volume de 95,3ul, em uma concentragao de 50ng/ul, obtendo entao, 100ul. Sabendo que,
1 célula diploide possui 6,6pg de DNA e que a linhagem celular de CaSki possui 600
copias de HPV16 por célula, foi produzida uma solugao de 100ul de DNA tonsilar com 3
x 10 copias de HPV16 por célula. Posteriormente foram realizadas dilui¢cdes seriadas
sempre em um background de DNA tonsilar humano 50ng/uL até obter 3 x 107 copias
de HPV16 por célula no mesmo volume.

A realizacdo dessa reacdo foi realizada nos mesmos padrdes da PCR especifica
para HPV16, em 10 replicatas para cada ponto da diluicdo e posteriormente a

sensibilidade analitica foi determinada por analise Probit.
5.9 Analise de inibidores da PCR
Para avaliar inibidores da PCR, foi realizado o ‘“batismo” de 10 diferentes

amostras de DNA tonsilar pertencentes ao estudo, previamente conhecidas como

negativas, por meio da PCR convencional e especifica para HPV, utilizando célula CaSki
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em concentracdo de 1,5 copias por célula. As amostras foram submetidas a PCR em

tempo real para HPV do tipo 16 em duplicatas.

5.10 Avaliacao da metodologia utilizada

Para confirmacdo da metodologia utilizada no estudo, foram analisadas amostras
de CEC de orofaringe do projeto “Analise Demografica, Clinica, Histopatologica e
Molecular de Pacientes com Neoplasia de Cabeca e Pescogo e Tireoide”, aprovado pela
CONEP (Conselho Nacional de Satide) sob o parecer 743.366 (ANEXO E), provenientes
do Instituto do Cancer de Sao Paulo Octavio Frias de Oliveira (ICESP), cedidas pelo Prof.
Dr Leandro Luongo Matos.

Foi realizado todo o processo, igualmente feito com as amostras de tonsilas de
pacientes sem cancer, respeitando as mesmas condigdes e protocolos. Foram selecionadas

38 amostras a fresco sem conhecimento prévio do status HPV.

5.11 Analise estatistica de dados clinicos e epidemiologicos

Os dados obtidos por meio do questiondrio foram adicionados ao Excel
(Microsoft® Office Professional 2013), para posteriormente serem analisados no
programa estatistico JMP® Pro 11.0.0.

Para andlise de dados continuos paramétricos foi utilizado t-Test e para
apresentacdo desses dados a média. Andlise de dados continuos ndo paramétricos foi
utilizado Wilcoxon e para apresentagdo foram utilizados mediana e intervalo interquartil
(QID).

Para dados categoricos foram apresentados por meio de porcentagem e as

ferramentas utilizadas para analises foram Teste Exato de Fisher e Person.
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6 RESULTADOS

6.1 Casuistica

Foram incluidos no estudo 113 pacientes provenientes dos dois hospitais
participantes, que geraram 452 amostras. O periodo de coleta iniciou-se em 30 de janeiro
de 2013, finalizando em 14 de setembro de 2016. Para analise foram selecionadas 1
amostra da tonsila direita e 1 da esquerda, de cada paciente, totalizando 226 amostras
analisadas em todo o estudo. Foram incluidas 47 mulheres de 18 a 58 anos, com idade
média de 28 anos ¢ 66 homens de 18 a 68 anos, com idade média de 34 anos (Tabela 4).

Na Tabela 5 € possivel analisar dados de raga, escolaridade, tabagismo, etilismo
geral dos participantes que aceitaram responder o questiondrio, sendo que dos 113
participantes 81 (71,68%) responderam o questiondrio de maneira geral e destes, 46

(40,71%) aceitaram responder a parte de hébitos sexuais.



Tabela 5. Caracteristica da populacio estudada

No (total) 113 (100%)
Hospital das Clinicas (FMUSP) 48 (42,48%)
Hopital Paulista 65 (57,52)
Género

Feminino 47 (41,60%)
Masculino 66 (58,40%)
Idade média (DP)* em anos

Feminino 28,5 (18-58) anos
Masculino 34 (18-68) anos
Resposta ao questionario de habitos de vida

Sim 81 (71,68%)
N3o 32 (28,32%)

Resposta ao questionario de habitos sexuais

Sim

46 (40,71%)

N3o 67 (59,29%)
Raca

Amarelo (asiatico) 2(1,77%)
Branco 66 (58,41%)
Negro 11 (9,73%)
Pardo ou Mulato 16 (14,16%)
Missing 18 (15,93%)
Escolaridade

Analfabeto 1(0,88%)

Ensino fundamental incompleto
Ensino fundamental completo
Ensino médio completo

Ensino superior completo

9 (7,96%)

13 (11,50%)
50 (44,25%)
24 (21,24%)

Missing 16 (14,16%)
Tabagismo

Sim 4 (3,54%)

N3o 65 (57,52%)
Somente no passado 12 (10,62%)
Missing 32 (28,32%)
Etilismo

Sim 37 (32,74%)
N3o 37 (32,74%)
Somente no passado 5 (4,42%)
Missing 34 (30,10%)
Relagdo sexual (vaginal, ou oral, ou anal) 46 (100%)
Sim 43 (93.48%)
N3o 3 (6.52%)
Sexo oral (avito) 46 (100%)
Sim 34 (73,91%)
N3o 11 (23,91%)
Ndo quis responder 1(2,17%)
Idade que realizou sexo oral pela primeira vez 31 (100%)
Média (anos) 18,8 anos

*Desvio Padrdo
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6.2 Tecido a fresco e PCR convencional

Todas as 226 amostras foram positivas para gene constitutivo da beta-globina,

entretanto, nenhuma amostra foi positiva para a detecgao viral (Figura 6).

021E 021D 022E 022D 023 023D 024E 024D 025E 025p° CP

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5% de produtos amplificado pela PCR para
gene constitutivo da beta-globina (268pb — identificado pelo quadro azul) e para
PGMY09/11, controles positivos identificados pelos quadros amarelos (450pb)

6.3 Sensibilidade analitica

Afim de atestar a fidelidade e qualidade da PCR especifica utilizada no estudo, foi
realizado a construgcdo de uma curva padrao para verificagdo do limite de deteccdo. A
partir de um padrao conhecido foi possivel ver uma boa sensibilidade da reagdo. Foram
analisados em 10 replicatas para cada ponto da dilui¢do seriada (Figura 7).

A sensibilidade analitica da reagdo foi determinada por analise Probit,
estabelecendo-se o limite de deteccdo (95%), que foi de 0,0002 copias por célula.

Obteve-se regressao linear com um indice de correlacdo de 0,991 para os pontos

de HPV 16, portanto, préximo ao ideal (Figura 8).
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Figura 7. Amplificacao da curva-padrao por técnica de
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo
real. Cada ponto representa diluigdes seriadas do padrao
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Figura 8. Regressdao linear da curva padrao da PCR da
regido E7 de HPV 16
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6.4 PCR para HPV 16

Todas as 226 amostras foram negativas para presenca do DNA viral (Figura 9).
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Figura 9. Curva de amplificagao de PCR em tempo real
para HPV16, demonstrando curvas dos controles
positivos de linhagens celulares de CaSki e SiHa

6.5 Analise de inibidores da PCR

Para avaliacao da possibilidade de haver algum inibidor da PCR que pudesse
influenciar no resultado, foi realizado o “batismo” de 10 DNA de pacientes aleatérios,
previamente conhecidos como negativos na PCR convencional e especifica. Esse

“batismo” foi feito com DNA de células CaSki, com concentragao previamente conhecida

de 1,5 copias por célula.
Nao se observou inibidores, uma vez que todos as amostras submetidas a PCR em

duplicata foram positivas (Figura 10).
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Figura 10. Amostras negativas “batizadas” com DNA de células

CaSki em uma concentragdo de 1,5 copias por célula

6.6 Avaliacao da metodologia utilizada

As amostras de tumores foram positivas para beta-globina, dentre essas, 4 foram

positivas para PCR com iniciadores PGMY09/11 (Figura 11 a e b) e destas, 2 foram
também positivas para PCR em tempo real para o gene E7 no HPV16 (Figura 13)
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Figura 11.a e b - PCR PGMY09/011
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Figura 12. PCR em tempo real para o tipo viral 16
6.7 Analise estatistica de dados clinicos e epidemiologicos
Por meio do questionario aplicado aos participantes que aceitaram responder, foi

possivel realizar anélises estatisticas em relacdo a habitos de vida. Dados comparativos

entre os dois hospitais participantes como sexo, idade, habitos sexuais, carga tabagica e
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etilica estdo na Tabela 6. Foi realizada também andlise dos hébitos de tabagismo e
etilismo conforme escolaridade (Tabela 7), comparagdo entre quantidade de parceiros
sexuais e presenca de HPV genital auto referida, além de comparagao do hébito de sexo

oral ativo conforme sexo e hospital (Tabela § ¢ 9).

Tabela 6. Dados demograficos e de habitos conforme local de recrutamento

Hospital da Clinicas Hospital Paulista

Feminino 14 (29,17%) 33 (50,77%)
Masculino 34 (70,83) 32 (49,23%)

Mediana (11Q) (25% - 75%) 36 (29 - 46,75) 26 (20 -33)

Minimo (0,0%) e Maximo (100%) 19-62 18-57
Analfabeto 1(2,08%) 0 (0%)
Fundamental Incompleto 8(16,67%) 1(2,04%)
Fundamental Completo 11 (22,92%) 2 (4,08%)
Ensino Médio 22 (45,83%) 28 (57,14%)

Ensino Superior 6(12,50%) 18 (36,74%)

Sim 18 (37,5%) 28 (43,08%)
Nio 30 (62,5%) 37 (56,92%)
N3o sei 0 (0%) 1(3,58%)
Nio 18 (100%) 27 (96,43%)
Sim 2(11,11%) 3(10,7%)
Nio sei 0 (0%) 1(3,6%)

Nio 16 (88,89%) 24 (85,7%)

Sim 18 (100%) 25 (89,29%)

Nao 0 (0%) 3 (10,71%)
Mediana (11Q) (25% - 75%) 10(5-19) 3(2-6)
Minimo (0,0%) e Méaximo (100%) 1-50 0-10

0 0 (0%) 3(10,71%)
1 1(5,56%) 2 (7,14%)
Entre2e5 5(27,78%) 12 (42,86%)
Entre 6 e 10 6 (33,33%) 7 (25%)
Entre 11 e 20 4(22,22%) 1(3,57%)
Entre 21 e 50 2(11,11%) 2(7,14%)
Entre 51 e 100 0 (0%) 1(3,57%)
Mediana (11Q) (25% - 75%) 3(1-8) 2(1-5)
Minimo (0,0%) e Méaximo (100%) 1-12 1-8
Entre2e5 2 (66,67%) 1(33,33%)
Entre 6 e 10 1(33,33%) 1(33,33%)
Entre 11 e 20 0 (0%) 1(33,33%)
Mediana (11Q) (25% - 75%) 7 4 (1,75-10,5) 1,5(0-4)
Minimo (0,0%) e Maximo (100%) 0-38 0-7
Entre2e5 1(33,33%) 0 (0%)
Entre 11 e 20 1(33,33%) 0 (0%)
Entre 21 e 50 1(33,33%) 2 (66,67%)
Entre 51 e 100 0 (0%) 1(33,33%)
Mediana (11Q) (25% - 75%) 0(0-0) 0(0-0)
Minimo (0,0%) e Maximo (100%) 0-4 0-0

Sim 16 (88,89%) 18 (64,29%)
N3o 2(11,11%) 9 (32,14%)

N3o quis responder 0 (0%) 1(3,57%)
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Continua

Mediana (11Q) (25% - 75%) 18 (17 - 22) anos 18 (16 - 19) anos
Minimo (0,0%) e Maximo (100%) 30-13 anos 22-15anos
Mediana (11Q) (25% - 75%) 2(2-8) 3(1-8)

Minimo (0,0%) e Méximo (100%) 1-12 1-12

Mulheres 11 (68,75%) 8 (42,11%)
Homens 5(31,25%) 9 (47,37%)
Mulheres e Homens 0 (0%) 2 (10,53%)

Sim 14 (77,78%) 16 (57,14%)

Nao 4(22,22%) 10 (35,71%)

N&o quis responder 0 (0%) 2 (7,14%)

Sim 3(16,67%) 4 (14,29%)
Néo 15 (83,33%) 24 (85,71%)

Mediana em gramas (11Q) (25% - 75%) 1,625 (0-14,35) 0(0-2,375)
Minimo (0,0%) e Maximo (100%) 0-20,5 0-12,75

Mediana em gramas (11Q) (25% - 75%) 53,2951 (1,47938 - 661,006) 0 (0 - 81,9292)
Minimo (0,0%) e Maximo (100%) 0 - 34973,3 0 - 4990,99
*Teste Exato de Fisher

®person

“Wilcoxon
9% Test
*Abreviagdes: HPV: Papiloma Virus Humano/ Qll: Intevalo Interquartil

Tabela 7. Dados de tabagismo e etilismo conforme escolaridade

Analfabeto 0 (0%) 1(1,56%)

Ensino funtamental incompleto 3 (18,75%) 2(3,13%)
Ensino funtamental completo 3 (18,75%) 7 (10,94%)
Ensino médio 6 (37,50%) 36 (56,25%)
Ensino superior

4 (25%) 18 (28,13%)

AnaIfbeto/Ensino fundamental incompleto e completo 6 (37,50%) 10 (15,3%)

Ensino médio/Ensino superior 10 (62,50%) 54 (84,38%)

Analfabeto 0 (0%) 1(2,70%)

Ensino funtamental incompleto 3(7,14%) 2(5,14%)
Ensino funtamental completo 6 (14,29%) 4(10,81%)
Ensino médio 22(52,38%) 19 (51,35%)

Ensino superior

11 (26,19%) 11 (29,73%)

naabeto/Ensino amntal icompleto e completo 9(2 1,43) 7(18,9
Ensino médio/Ensino superior 33 (78,57%) 30 (81,08%)
®Person
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Tabela 8. Quantidade de parceiros conforme relato de infecgao por HPV genital

Mediana (11Q) (25% - 75%)

Minimao (0,0%) e maximo (100%)

“Wilcoxon

*Abrevia¢Bes: Qll: Intevalo Interquartil e HPV: Papiloma Virus Humano

10(5,5 - 15) 4(2-9)
4-20 0-50

Tabela 9. Habito de sexo oral conforme género e local de recrutamento

Femiino 1(50%)
Masculino 1 (50%)

5 1,25%)
11 (68,75%)

Feminino 11 (61,11%) 5 (55,56%)
Masculino 7 (38,89%) 4 (44,44%)
®Person
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7 DISCUSSAO

O cancer de cabeca e pescoco associado a infecgdo por HPV passou a ser
considerado um subgrupo com suas particularidades e op¢des de tratamento distintas. O
cancer da orofaringe corresponde ao sitio da cabeca e pescoco com maior taxa de
positividade viral e o genotipo de maior presenga ¢ o HPV 16 (100). O aumento nos casos
de cancer de orofaringe nas ultimas décadas tem sido observado em paises desenvolvidos
e em individuos jovens, fato esse atribuido a alteragdes no consumo de alcool e tabaco,
além de mudangas no comportamento sexual, com o aumento do nimero de parceiros
sexuais e pratica de sexo oral (14, 101, 102). Na orofaringe, as tonsilas sdo a estrutura de
maior incidéncia de cancer, com aproximadamente 23,1% dos casos provenientes dessa
regido, seguido por base de lingua com 18,4% (103-105).

O entendimento da relacao entre virus e tecido tonsilar antes do desenvolvimento
da neoplasia, possibilitaria um melhor mapeamento da prevaléncia na populagdo sem
cancer, bem como o direcionamento de medidas de prevencdo primaria e secundaria
contra a infec¢do pelo HPV e o desenvolvimento de cancer em orofaringe. Desta forma,
o estudo em amostras a fresco de tonsila, seria o ideal para estabelecer a real porcentagem
do virus em uma amostra da populacao brasileira, j4 que a maior parte dos estudos sao
realizados por coleta com escovado ou gargarejos. Uma coleta mais consistente do
material poderia analisar de fato as criptas tonsilares, onde geralmente se iniciam as
infecgdes primdrias. Muitos estudos, ainda, analisam a regido da boca em conjunto com
a orofaringe, isso também pode alterar os resultados de prevaléncia da detec¢ao do virus
(79, 81, 106-110).

A literatura em relagdo a prevaléncia de HPV em individuos sem céncer tem
resultados discrepantes, devido a diferenca nas metodologias de coleta, de detecciao do
DNA viral, o perfil demografico da populacdo e regido geografica escolhida para realizar
o estudo.

No presente estudo, foi avaliada a prevaléncia em tonsilas de individuos sem
suspeita de neoplasia, através da coleta de amostras a fresco provenientes de cirurgias de
tonsilectomia ou uvulopalatofaringoplastia. Em nossas analises, 100% das amostras
foram positivas para PCR da beta-globina, indicando boa qualidade do material

submetido a PCR para identifica¢do viral. Entretanto, a prevaléncia de HPV foi de 0%
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tanto para a PCR usando os primers PGMY09/11 quanto na PCR em tempo real para o
gene E7 do gendtipo 16.

Em um estudo realizado por Sacramento e colaboradores no Brasil (73), para
determinar a prevaléncia de infec¢ao orofaringea pelo HPV em amostras teciduais, foram
recrutados 50 participantes sem cancer. Encontrou-se 14% de positividade para o DNA
viral e os genotipos identificados foram 61, 16, 18 e 52. Contudo, a prevaléncia geral na
populagdo brasileira pode variar. De acordo com uma revisao sistematica brasileira
incluindo 2060 pacientes sem cancer, tanto para infec¢ao oral e de orofaringe, a detec¢ao
de qualquer tipo de HPV variou de 0 a 29,2%, com uma taxa de positividade combinada
de 6,2%. Quando restados especificamente para o HPV16, 22 de 1551 (1,4%) individuos
foram positivos, variando de 0 a 20,8%. A variabilidade dos resultados apresentados na
revisdo deve-se a diferentes métodos utilizados em diferentes estudos, como os
iniciadores GP5+ / 6 + ou MY09/11 empregados na PCR convencional ou hibridizagdo
in situ especifica para tipo viral de interesse (79).

Estudo realizado no interior de Sdo Paulo, também com pacientes sem cancer,
analisou amostras provenientes de enxague bucal de 145 individuos de Votuporanga - SP.
A prevaléncia total para DNA viral foi de 2,4%, porém a andlise foi tanto para enxague
da cavidade oral como de gargarejo da orofaringe (110). O estudo de coorte HIM, com
1626 homens saudaveis do Brasil, México e EUA, avaliou a incidéncia de infecc¢do oral
por HPV por meio de enxague e gargarejo. Os resultados do estudo mostraram que a
aquisicdo da infec¢do oral por HPV em homens saudaveis ¢ considerada um evento raro
(2,5 por 1.000 pessoas / més) quando comparado com infec¢des genitais (22,2 por 1.000
pessoas / més)(81). Estes estudos reforcam nosso achado de baixa prevaléncia de HPV,
justificando nosso resultado de 0% em 113 participantes, com uma analise exclusiva da
orofaringe e em uma populacao de baixo risco.

Um outro ponto a ser levantado, seria a forma de coleta e o tipo de amostra
analisada nos estudos de prevaléncia. O estudo SPLIT (Precancerous Lesions In the
Tonsils), foi o primeiro a avaliar a prevaléncia de HPV em células esfoliadas, utilizando
escovacao nas tonsilas retiradas de cirurgias e comparando o gargarejo desses mesmos
pacientes, imunocompetentes sem suspeita de neoplasia de tonsila. A porcentagem de
concordancia encontrada foi baixa, a prevaléncia de infeccdo por HPV obtida das
escovacgoes na tonsila foi de 3,6% e 13,1% nos gargarejos e especificamente para o

HPV16, respectivamente foram de 2,2 e 4,1% (106).



59

Considerando ainda o tipo de amostra analisada, outro estudo desenvolvido com
o objetivo de comparagdo de escovado e biopsia em lesdes orais e de orofaringe ndo
obteve resultado com relevancia estatistica, todavia o nimero de amostras inadequadas
obtidas pela escovagao sugeriu ser um método nao confiavel na detec¢ao de DNA viral
(111). Em nosso estudo, as amostras de tonsila foram coletadas imediatamente apds
retirada em centro cirtirgico, atentando-se ao cuidado de congelar a -80°C, afim de manter
a integridade do DNA a ser analisado no estudo.

Hé muito tém sido discutidas as diferengas nas metodologias de detec¢cdo de HPV,
uma vez que diversos testes, com elevada variabilidade em sensibilidade sdo encontrados
em diferentes estudos. A metodologia realizada no presente estudo na detecg¢@o do virus
corrobora diversas pesquisas (73, 109, 112), que utilizaram extra¢do por kit Qiagen
DNeasy blood & tissue, PCR com iniciadores PGMY(09/11 e confirmagao da presenga do
DNA por beta-globina, além de utilizar PCR em tempo real para o gene E7 do genotipo
16. Em nossas andlises obtivemos uma boa sensibilidade de toda a metodologia aplicada
igualmente aos estudos citados, isso foi possivel também confirmar em outros testes que
realizamos, como a curva padrao, na analise de inibidores da PCR e na avaliacao
metodologica com amostras de tumores orofaringeos nas quais, com essas 38 amostras
congeladas com alta probabilidade de HPV positivo, foi possivel evidenciar que nosso
estudo foi realizado respeitando toda a qualidade exigida e destacando a capacidade de
deteccao viral da metodologia utilizada.

Adicionalmente aos dados moleculares, este estudo coletou dados de
comportamentos de risco em uma populagdo sem cancer que também podem fornecer
informagdes norteadoras de campanhas de preven¢ao priméria contra a infec¢do do HPV.
Para o questionario aplicado aos individuos, procuramos comparar os dois hospitais
participantes em relagcdo aos habitos de tabagismo, de etilismo e sexuais. Os participantes
do Hospital Paulista sdo mais jovens e com maior grau de escolaridade quando
comparados aos pacientes do HC. Foi demostrada ainda uma maior carga etilica entre os
participantes do HC e um baixo consumo de tabaco em pacientes de ambos os hospitais.
Alguns estudos sugerem, que o tabaco pode influenciar no risco de desenvolver cancer a
longo prazo em um individuo com status positivo para HPV, devido ao aumento da
instabilidade nas respostas imunoldgicas ao virus, facilitando o aumento na persisténcia
da infecgdo viral (13, 100, 113).

Apesar da pouca adesao a resposta ao questionario de habitos sexuais, foi possivel

observar que os participantes do HC tiveram maior quantidade de parceiros sexuais, uma
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mediana de 10 parceiros no geral, além de maior quantidade de parceiros sexuais casuais,
com uma mediana de 4 por participante. As causas para a recusa na resposta aos
questionarios, contudo, pode ndo ser ao acaso, com possivel repercussdo sobre os
resultados acerca de habitos sexuais.

Apesar de observarmos um numero maior de parceiros ente pacientes que
relataram infec¢do por HPV genital, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa.
O estudo de Gillison et al. (13), relacionando quantidade de parceiros e infeccdo pelo
HPV genital nos EUA, demonstraram maior prevaléncia entre aqueles com mais de 20
parceiros sexuais ao longo da vida.

As diferencas observadas no perfil de escolaridade e habitos sexuais entre
pacientes recrutados nos dois hospitais, ressaltam a importancia de adequada
representacao demografica em estudo de prevaléncia do HPV na populagao brasileira.

Nao foi possivel avaliar a pratica de sexo oral entre os participantes dada a taxa
de resposta muito baixa, porém ha diversos estudos identificando essa pratica como
principal fator para transmissao do HPV nos adultos (114, 115).

Existem limitagdes a serem consideradas neste estudo. Em primeiro lugar, apesar
de realizarmos um calculo amostral tecnicamente correto, nossa estimativa de amostra
necessaria foi possivelmente subestimada. Isso pode ser devido ao estudo que usamos
como base para este calculo (73), que poderia ter avaliado uma populagdo de maior risco
que a nossa ou, eventualmente, ter superestimado a prevaléncia.

Por fim, o baixo nimero de respostas ao questiondrio sexual, possivelmente pelo
constrangimento perante o entrevistador. Muitos estudos contam com ferramentas para
auto aplicacdo de questiondrios, melhorando assim a taxa de resposta a perguntas de foro

intimo.
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CONCLUSAO

e A prevaléncia de HPV nas tonsilas dos individuos sem céancer convidados a
participar foi de 0%, tanto por PCR convencional quanto por PCR especifico

para o gendtipo 16;

e A baixa resposta do questionario de habitos sexuais € a nao positividade de
amostras para HPV, impossibilitou avaliar potenciais fatores de riscos

associados a infeccao pelo HPV.
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9 ANEXOS

ANEXO A - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N .....cccooviiiiiiiniiiiiiiicicnne SEXO: Mo Fo

DATA NASCIMENTO. ........ T [owen.

ENDERECO .o s N APTO
BAIRRO ..ottt CIDADE......ccccoiiiiiiiiiieiceceieeeeeene
CEP:.oiiiieeceee e TELEFONE 1 DDD(......... ) TSR
TELEFONE 2: DDD (.......... ) e TELEFONE 3: DDD (... )
DADOS SOBRE A PESQUISA

2. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “AVALIACAO DO PERFIL GENETICO DO HPV16 E SEU
SITIO DE INTEGRACAO EM CELULAS EPITELIAIS NORMAIS E NEOPLASICAS DA CERVIX E
TONSILAS”

PESQUISADOR: DR. JOSE EDUARDO LEVI CARGO/FUNCAO: PROFESSOR COLABORADOR,
PESQUISA E DESENVOLVIMENTO, INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO,
VIROLOGIA  INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 23.407/01-D (CRBio).

MEDICO RESPONSAVEL: DR. RONALDO FRIZZARINI

UNIDADE DO HCFMUSP: DISCIPLINA DE OTORRINOLARINGOLOGIA

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMOQ RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO m RISCO MAIOR O

4. DURACAO DA PESQUISA:  Trés anos



63

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Convidamos o(a) Sr(a) para participar da Pesquisa intitulada “Avaliacdo do perfil
genético do HPV 16 e seu sitio de integracdo em células epiteliais normais e neoplésicas
da cérvix e tonsilas”, sob a responsabilidade do pesquisador Dr. José Eduardo Levi e do
médico responsavel Dr. Ronaldo Frizzarini, a qual pretende comparar caracteristicas
moleculares da infecgao pelo virus HPV em pacientes saudaveis (controles) e pacientes

portadores de cancer de cabeca e pescogo e do colo do utero.

1 — Essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria neste
estudo, que visa a utilizagao de amostras normais de tonsila (amigdala sem doenca)
provenientes de cirurgias de uvulopalatofaringoplastias, conhecida como "cirurgia do
ronco" em adultos com transtornos do sono (com ronco e apneia) que serdo identificadas
para a presenca do papilomavirus humano (HPV) por técnicas laboratoriais. Caso as
amigdalas contenham o virus HPV elas serdo usadas como controle normal para a
analise molecular comparadas com amostras de cancer de cabega e pescoco (orofaringe);
2 — O procedimento para a obteng¢do das amigdalas ndo sera diferente do rotineiro, pois
as amigdalas sdo sempre retiradas para a realizagdo da cirurgia do ronco. Este estudo nao
ird testar exames ou cirurgias novas. A cirurgia do ronco que vocé€ ira realizar serd idéntica
as cirurgias realizadas normalmente. Faz parte da cirurgia do ronco a retirada da amigdala
e ao participar do estudo vocé autoriza que essa amigdala seja envida para analises, ao
invés delas serem desprezadas. As amostras serdo armazenadas em freezers especificos
para analises posteriores, que compreendem a extracdo do material genético e
genotipagem de HPV 16 especifico. Caso as amostras sejam positivas, sera realizada a
analise molecular do virus;
3 — Procedimentos pré-operatorios serdo realizados para avaliar suas condigoes clinicas
para realizar a cirurgia com seguranca. Esses exames serdo solicitados pelo médico que
ira realizar a cirurgia e normalmente incluem: Hemograma completo — permite avaliar se
a paciente possui anemia, se a contagem de plaquetas, que auxiliam na contengdo do
sangramento estd normal, e se o nimero e divisao percentual das células de defesa estdo
normais; Coagulograma — permite avaliar a qualidade da coagulacdo, necessaria para
controlar os sangramentos; Bioquimica: glicose, sédio, potassio, creatinina, uréia —

deteccao de sinais de diabetes, alteragdes do metabolismo, assim como da fun¢ao renal;
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4 — Os cuidados pos-operatdrios sdo idénticos aos das cirurgias realizadas rotineiramente
e voce deverd seguir as orientacdes dadas pelo médico que realizou a sua cirurgia;
5 — Nao ha beneficios ou vantagens extras para o participante do estudo. Porém, como
este estudo ira avaliar se o virus HPV facilita o aparecimento de cancer de boca, sua
participagdo podera colaborar futuramente na identificacdo e prevencao desse tipo de
tumor na populacgdo;
6 — A opgdo pelo tratamento cirargico, ao invés de outras formas de tratamento, foi
decidida pela junta médica do ambulatorio da otorrinolaringologia. Caso vocé decida ndo
participar  do estudo seu  tratamento nao mudara em  nada;
7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duavidas. O principal
investigador ¢ o Dr José Eduardo Levi, que pode ser encontrado no endereco Rua Dr.
Enéas de Carvalho Aguiar 470, 2° andar, CEP 05403-000 - Laboratério de Virologia do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo, e-mail dudilevi@usp.br
Telefone(s) 11 3061-8666. O médico otorrinolaringologista responsavel ¢ o Dr Ronaldo
Frizzarini, que pode ser encontrado no endere¢o Rua Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 255,
6° andar — Divisdo de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da Universidade de
Sao Paulo, e-mail ronaldo.frizzarini@hc.fm.usp.br Telefone(s) 11 2661-6288. Se vocé
tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20 - e-mail: cappesq@hcnet.usp.br;

8 — Mesmo que vocé tenha concordado em participar do estudo, vocé pode desistir de
participar a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento
na Instituicao;
9 — Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;
10 — Vocé tera direito de saber dos resultados deste estudo a qualquer momento, devendo
contatar 0s pesquisadores responsaveis;
11 — Despesas e compensagoes: nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensagado financeira
relacionada a sua participagdo;
12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesquisa. Esse material bioldgico coletado ficara disponivel para a retirada do sujeito

de pesquisa, caso seja de seu interesse, ou, alternativamente, as amostras poderdo ser
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destruidas de acordo com as normas de biosseguranca vigentes no departamento de
virologia da institui¢do em questdo, de acordo com a resolugdo do CNS 441, de 12 de

maio de 2011.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “AVALIACAO DO PERFIL
GENETICO DO HPV16 E SEU SIiTIO DE INTEGRACAO EM CELULAS
EPITELIAIS NORMAIS E NEOPLASICAS DA CERVIX E TONSILAS”.

Eu discuti com o Dr. Ronaldo Frizzarini sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo ¢ isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data_ / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre ¢ Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Data_ / /
Assinatura do responsavel pelo estudo
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A\{ALIA(}AO DO PERFIL GENETICO DO HPV16 E SEU Si’TIO DE INTEGRAGAO EM
CELULAS EPITELIAIS NORMAIS E NEOPLASICAS DA CERVIX E TONSILAS

Pesquisador: JOSE EDUARDO LEVI

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 01353812.0.0000.0068

Instituigdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUSP

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 173.181
Data da Relatoria: 05/12/2012

Apresentagdo do Projeto:
Trata-se do segundo relato do projeto de pesquisa acima especificado.

O papilomavirus humano (HPV) constitui o principal agente etiolégico de alguns tipos de tumores humanos,
responsavel pelo desenvolvimento de quase 100% dos tumores de colo uterino, e 25% dos carcinomas de
cabeca e pescogo. Os carcinomas de colko uterino apresentam a terceira maior incidéncia global de cancer
em mulheres. Os carcinomas de cabeca e pescoco (CCP) representam um grupo heterogéneo de tumores
agrupados devido a sua localizagdo anatémica. Acometem mais frequentemente homens com idade
superior a 50 anos e histérico de tabagismo e etilismo crénicos. Dentre os HPV de alto risco, o HPV16 é o
tipo mais detectado nos tumores de orofaringe, (90 a 95%), e em mais de 50% dos casos de carcinoma de
colo uterino. Em infecgdes persistentes, o0 genoma do HPV permanece na forma epissomal, isto é, ndo
integrado ao genoma humano. No entanto, na maioria das lesdes cancerigenas, o DNA de HPV de

Enderego: Rua QOvidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-6442 Fax: (11)2661-6442 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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alto risco

é frequentemente quebrado e integrado ao genoma da célula hospedeira, alterando a expresséo dos genes
virais e de genes do hospedeiro. Os principais genes expressos pelos virus sdo as oncoproteinas E6 e E7,
necessarias para a replicacao viral, estimulando a proliferacédo e atuando na transformacéo maligna e na
manutencéo dos tumares. A integracéo pode levar tanto a ativagéo, quanto a inativacio de genes celulares
envolvidos no processo tumoral. As alteracdes genéticas quase sempre ocorrem como resultado a
exposicao excessiva ao tabaco, alcool e outros elementos carcinogénicos que desencadeiam danos
irreversiveis ao DNA, ocasionando alterag6es nas regides codificadoras e regulatérias de genes
supressores tumorais € oncogenes. O acumulo destas mutagdes possibilita que as células adquiram
caracteristicas tumorais, incluindo resisténcia a morte programada (apoptose), adquirindo caracteristicas de
proliferagédo descontrolada. Tendo em vista que o HPV16 é o

principal agente etiolégico de carcinomas de colo uterino, e também de uma parte dos tumores de
orofaringe, principalmente de tonsilas palatinas, os mecanismos que regulam o tropismo desses HPV por
este tipo de epitélio ainda ndo foram elucidados. Sendo assim, tentativas de se identificar regiées
susceptiveis a integracio viral, permitindo uma maior compreenséo do processo de transformacéo causado
por HPV sédo benvindas. Este projeto tem como objetivo identificar, a partir do sequenciamento do genoma
completo do virus, padrées moleculares capazes de responder pelo tropismo diferencial apresentado por
cepas de HPV16 e do curso assintomatico ou transformante da infecgdo pelo HPV16 nos mesmos sitios.
Além disso, avaliar a diversidade genética do HPV16 nos tumores de colo uterino e de orofaringe, e analisar
os sitios de integracdo viral no genoma humano, para verificar se ha uma regiao preferencial para a insergao
do HPV em cada tumor. Varios relatos na literatura indicam que o prognéstico dos pacientes com tumores
de orofaringe HPV positivos € melhor do que dos casos HPV negativos, independentemente do

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-6442 Fax: (11)2661-6442 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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4) Comparar a estrutura molecular do virus HPV16 em 30 amostras de carcinomas epidermoides cervicais,
relacionando com as sequéncias de 10 amostras normais de cérvix uterina com infecgéo do virus HPV16;
5) Comparar a estrutura molecular do virus HPV16 em 30 amostras de carcinomas epidermoide de
orofaringe, relacionando com as sequéncias de 10 amostras normais de orofaringe com infecgéo do virus
HPV16;

6) Sequenciar o genoma completo do virus nos dois grupos amostrais, a fim de identificar alteragdes
especificas caracteristicas dos virus infectantes nos tumores de orofaringe e cérvix uterina;

7) Sequenciar as regides do genoma humano que flanqueiam os sitios de integragdo do HPV16, em ambos
_0s grupos, para verificar se ha regides preferenciais de insergao viral;

8) Realizar analise filogenética das sequéncias do virus HPV16 e comparar com os dados clinicos dos
pacientes envolvidos no estudo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Aparentemente, ndo existem riscos suplementares aos sujeitos da pesquisa pelo fato das amostras a serem
analisadas fazerem parte de protocolo assistencial tanto das mulheres seguidas no Departamento de
Ginecologia, quantos dos individuos portadores de neoplasias de cabega e pescogo. O risco dos
procedimentos foi considerado baixo, entretanto é preciso ter certeza que nao existe aumento de risco para
0s grupos controle.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de pesquisa que lida com tema importante € que pretende usar metodologia laboratorial molecular
de ponta.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
No primeiro relato foram sugeridas as seguintes alteragdes:

- adequacio do TCLE (linguagem, destino das amostras e garantias dos sujeitos de pesquisa), e elaboracio
do TCLE do grupo controle: pendéncia atendida. A linguagem, apesar de ainda poder

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULC

Telefone: (11)2661-6442 Fax: (11)2661-6442 E-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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ser simplificada, é agora compreensivel aos sujeitos de pesquisa.

- solicitagdo de dispensa da aplicagdo de novo TCLE para uso das amostras da Ginecologia (tanto grupo de

estudo quanto grupo controle): pendéncia atendida.

- adequacdo do orgamento da pesquisa (R$35.000,00 ou R$111.176,42 ?): na nova versdo consta o valor

de R$111.176,42. Pendéncia atendida.

- anexar a aprovacédo da pesquisa pelo Departamento de Otorrinolaringelogia. Foram anexadas as
aprovacdes de varios departamentos, todos parceiros na pesquisa (Ginecologia, Otorrinolaringologia).

Pendéncia atendida.

Além disso, foram anexadas as aprovacdes do projeto mée, ao qual a pesquisa atual encontra-se atrelada.

Brad

Trata-se de pesquisa aprovada pela CONEP em 2 de margo de 2012 e explicitada abaixo.

PARECER N°. 128/2012

Registro CONEP 16491 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Folha de Rosto: 405501 Processo n® 25000.084206/2011-76
Projeto de Pesquisa: "Fatores ambientais, clinicos, histopatologicos e moleculares

associados ao desenvolvimento e ao prognostico de carcinomas epiderméides de cabeca

e pescogo” (GENCAPO Fase II).

Pesquisador Responsavel: Dra. Eloiza Helena Tajara da Silva

Instituicdo: Faculdade de Medicina de Séo Jose do Rio Preto/SP (1° CENTRO)

CEP de origem: Faculdade de Medicina de S0 José do Rio Preto (FAMERP/SP)

Area Tematica Especial: Genética Humana, Biosseguranga, Pesquisa com Cooperacio

Estrangeira

Patrocinador: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo.

Recomendagodes:
Né&o existem outras recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

N&o existem outras pendéncias.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néao

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP:
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-6442 Fax: (11)2661-6442

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Sem pendéncias

05.403-010

E-mail: marcia.carvalho@hc fm.usp.br

SAO PAULO, 14 de Dezembro de 2012

Assinador por:
Luiz Eugénio Garcez Leme
(Coordenador)

moe
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ANEXO C - Questionario Inicial de Habitos e Estilo de vida - GENCAPO

Fevereiro, 2012
IDNo.BR-|_|__|__ /|| |

ESTUDO INTERNACIONAL SOBRE CANCER DE BOCA, FARINGE E LARINGE

Questionario Inicial sobre Habitos e Estilo de Vida

POITED CH0 PRCIOINEG. .- ittt i tas ittt i s e sesems e aada s bem s mmmm s ans e s s e e s m e e SR £ S e £ 4R e b i

STale == eTa e ol e g o TSSOSO
L= L L O e B T e o N i Sy £ 8 s RS S A i b s S AR i S S A Y B SRS
Enderaco de algum parente o0 aiiigo; pakil OO MTREO . oo i s e st e e A S e S T e s
e T R T
Pré-entrevista
1. Paciente realizou tratamento prévio para o cidncer em outro centro? Ll (1)Sim (2)Nao

2. Se sim, qual tratamento foi realizado? Y I I N |
(1) cirurgia (2) radioterapia (3) quimioterapia (4) traqueostomia (5) outro eSpacHiqUB......ccouimassimissriie

ATENCAQ: Caso o paciente ja tenha realizado qualquer tratamento (exceto tragueostomia) em outro centro, ele ndo devera
obter |ID e nem participar do estudo. Seu nome e idade deverao constar apenas na folha de casos nao-participantes. Caso o
paciente nao tenha realizado tratamento prévie em outro centro ou tenha realizado apenas traqueostomia, continue a entrevista.

A1 Status (1) Caso; (2) Controle Hospitalar (Enfermaria); (3) Controle Visitante ; (4) Controle populacional J=xi
Proffutiio mSdIon MO, < i ties i mos i wiiss iavasiasas nnnsas pass so sbmsmssmsmnninmn
¥y o) R Sl e e e Ot NSO GRS Mer syt

A3 Nome da mae: ....

A4 Hospital

I

AS Principal razao para a admissao no hospital (diagnéstico principal) N O O O [ 157 ()

(para pacientes admitidos em ambulatério, somente com suspeita de cancer = 8888)
A6 Data da admissao no hospital (ou visita) Y Y N Y I |
Dia Més Ano

A7 Entrevistadior: caaascsasinisiiiiseisinse
Parte B — INFORMAGCOES GERAIS

B1 Data da entrevista I T Y - Y O
Dia Més Ano

B2 Inicio da entrevista |__l_h|[__]__ |min
B4 Sexo (1) Masculino (2) Feminino [ |

BS Qual a sua idade? |__

B6 Qual a sua data de nascimento? | |_ |- |_ |- ||
Dia Més Ano
B6.1 Vocé nasceu de parto natural ou de parto cesarea? (1) Natural (2)Cesarea (9) Nao sei |
B7 Em que cidade ou distrito vocé mora? (usar os primeiro digitos do CEP) | I Y P |

B8 Ha quantos anos vocé vive nesse lugar? |__|__| (se ha menos de 1 ano codifique como 00)
B9 Se vocé mora nesse lugar hda menos de um ano, onde vocé morava antes? .........ooceeeeeiecieeeeiessienceeeeeee || |||
B10 Vocé ja freglentou a escola? (1) Sim (2) Nao |__|

B11 Qual o seu grau de escolaridade? |__| (0) Analfabeto (1) Alfabetizado sem frequentar a escola (2) Ensino Fundamental
Incompleto (3) Ensino Fundamental Completo (terminou a 82série) (4) Ensino Médio Completo (terminou o 3o colegial) (5) Ensino

Superior Completo
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B12 Qual a sua raga? (cor da pele)

(1) Branco (2) Negro (3) Pardo ou Mulato (4) Amarelo (Asiatico) (5) Indigena
B13 Qual a sua profiss@o? (aquela que o(a) sr.(a) exerceu por MaiS teMPO) ...ueeieriirrerenee e e e e

B13.1 Se aposentado, qual a sua profissdo antes de se apoSentar? ..........cccieeercniiecieciieanneenas
B13.2 Se dena de casa ou “do lar”, qual a profissao do chefe da familia? ...........occcooeeiiiceee.

Parte C - HABITO DE FUMAR

C1  Vocé fuma ou ja fumou em média um cigarro, um charuto ou um cachimbo regularmente, durante pelo menos 1 ano? _| |
(1) Sim, ainda (2) Somente no passado (3) Nao, nunca [se ‘N&ao, nunca', va para a questdo C4]
Se Sim ou somente no passado, verificar no manual do entrevistador como preencher o quadro abaixo.
Gostariamos que o(a) Sr.(a) descrevesse os periodos de sua vida em que fumou cigarro, charuto ou cachimbo,
as quantidades que fumou e outros detalhes.
Por favor, tente lembrar as mudangas mais importantes quanto a quantidade e tipo de cigarro.
Ignore as mudangas que ocorreram por periodos curtos (menos de 1 ano).

Nota para o entrevistador: Evite a superposigéo de anos para consumo do mesmo tipo de cigarro, por exemplo:
utilize 30-40, 41-45 ao invés de 30-40, 40-45.

OBS: Seguem as opgbes de preenchimento :Tipo de Tabaco : 1- Cigarro; 2- Charuto; 3- Cachimbo; 4- Cigarro de palha

QUADRO T1

N por Dia

Tipo de Tabaco Idade de Inicio Idade que parou

Somente para ex-fumantes
C2 |dade em que parou de fumar? |__|__|
C3 Vocé parou de fumar por que estava doente? (1) Sim (2) Nao |_|

AS QUESTOES C4 A C8 SAO APENAS PARA NAO FUMANTES

C4 Vocé esteve casado (a) (ou vivendo junto) com um(a) fumante? (1) Sim (2) Nao  |__| [Se ‘Nao’ va para C6]
C5 Descreva o habito do fumo de seu (sua) esposo(a) na sua presenca:

QUADRO T2

Numero de horas/dia que  nNymerg de horas que fumava em sua

presenca

Sua idade quando Sua idade quando

esposo(a) iniciou esposo(a) parou estava exposto Fim

C6 Vocé trabalhou em um lugar fechado onde as pessoas fumassem? (1) Sim (2) Nao [Se ‘Nao’ va para C8]

C7 Descreva os periodos durante os quais vocé trabalhou com fumantes:

QUADRO T3

Idade em que comegou Idade em que parou Numero de horas/dia que N® de horas que fumavam em

estava exposto sua presenca

C8 Quando crianga, seu pai ou sua mae fumavam? [__| (1) Sim (2) Nao (9) Ndo lembra
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Maconha

C9 Voceé fuma ou ja fumou maconha regularmente durante pelo menos 6 meses?|__| (1) Sim (2) Nao
[Se 'Nao' va para a parte D]

C1
C1
Cc1

Pa
D.

0 Quantos cigarros de maconha vocé fuma(fumava) por semana |__|__|
1 lIdade em que comegou a fumar maconha |__|_|
2 ldade em que parou de fumar maconha_|_ | |

rte D - HABITOS ALIMENTARES E MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
Antes de vocé ficar doente, com gual fregliéncia vocé consumia os seguintes alimentos e bebidas?

1—Nunca 2- Menos de 1 vez/més 3- 1,3 vezes/més 4- 1 ou 2 vezes/semana 5- maioria dos dias 6- todos os dias

D1 De maneira geral, com gual fregliéncia vocé come legumes e verduras (excluindo batatas)? |__|

D2 Folhas verdes cruas e vegetais |__| D3  Brocolis, Repolho, Couve || D4 Cenoura |_|

D5 De maneira geral, com qual frequéncia vocé come frutas frescas? (incluindo salada de frutas e suco de frutas [natural]) ||
D6 Suco de frutas (natural) |__| D7 Magas ou peras  |__| D8 Frutas citricas (laranja, limao, mexerica) |__|

D9 Tomates frescos |__| D10 Bananas |_| D11 Carne Vermelha |_|

D12 Vocé ingere ou ja ingeriu café? |__| (1) Sim (2) Somente no passado (3) Nao, nunca (Se “ndo, nunca”, ir para D13)

Para pessoas que consomem café atualmente ou ja consumiram no passado

Descreva os periodos de sua vida durante os quais tomou (toma) café. Por favor, tente resumir as mudangas mais

importantes em sua vida em relacao a quantidade e tipo de café. Ignore quaisquer mudangas ocorridas durante curtos periodos de
tempo (menos de 1 ano).

NOTA PARA O ENTREVISTADOR: Evite a superposi¢ao de anos de consumo de uma mesma bebida, por exemplo: utilize
30- 40,41-45 ao invés de 30-40,40-45. Perguntar separadamente para cada bebida.

OBS: Segue as opgbes de preenchimento :

Café : 1- Coado; 2- Expresso; 3- Descafeinado.
Unidade: 1- Copo pequeno -50ml; 2- Copo médio -100ml; 3- Copo grande -250ml;
4- 1/2 garrafa - 330ml; 5- Garrafa 700-750ml; 6- Garrafa- 1L
Por : 1- Dia; 2- Semana; 3- Més.
QUADRO T4

Idade de Inicio e - E Unidade Unidades Consumidas
Idade que parou

D13 Se vocé se lembra, pode por favor me dizer qual era o seu peso dois anos atras? L || Kg
D14 Qual era o seu peso quando vocé tinha 30 anos? ? ||| kg

D15 Qual é o seu peso atual? ? || kg

D16 Qualéasuaaltura? |_| | |em

Parte E — CONSUMO DE BEBIDAS (ALCOOL E CHIMARRAQ)

E1

Vocé ingere ou ja ingeriu bebidas alcodlicas? (1) Sim (2) Somente no passado (3) Nao, nunca (Se néo, va para questdo E7) |__|

E2 Quantas vezes por semana vocé consome ou consumia bebidas alcodlicas? (0-7 ) ]

E3 Quantas vezes por semana vocé consumiu bebidas alcodlicas antes do meio-dia? (0 -7) |
Para pessoas que consomem bebidas alcodlicas atualmente ou j& consumiram no passado

Descreva os periodos de sua vida durante os quais o(a) tomou bebidas alcodlicas.

Por favor, tente resumir as mudangas mais importantes em sua vida em relagdo a guantidade e tipo de bebida.



ID No. BR-|__|_|__}|

NOTA PARA O ENTREVISTADOR: Evite a superposi¢ao de anos de consumo de uma mesma bebida, por exemplo:
utilize 30-40,41-45 ao invés de 30-40,40-45. Perguntar separadamente para cada bebida.

OBS. Destilados: uisque, conhaque, cachaga e vodca.

OBS: Segue as opgdes de preenchimento : Bebida : 1- Vinho; 2- Cerveja; 3- Destilados

Unidade: 1- Copo pequeno -50ml; 2- Copo médio -100ml; 3- Copo grande -250m! 4- 330ml; 5-Garrafa 700-750ml;
6-Garrafa - 1L Por: 1-Dia; 2-Semana; 3- Més

Quadro TS

Bebida Idade de ldade que Unidade

Inicio Parou Unidades

Consumidas

E4 Qual foi a maior quantidade de cachacga que vocé ja bebeu em um Unico dia? |__| garrafas

Se vocé somente consumia bebidas alcodlicas no passado:
E5 Ha quantos anos parou de beber? [__|__|

E6 Vocé parou de beber porque estava doente? || (1) Sim (2) Nao

E7 Mate (Chimarréo)
Vocé bebe ou ja bebeu chimarrao? | | (1) Sim, ainda bebe (2) Somente no passado (3) Nunca
[se ‘Nunca’ va para a questao F1]

E8 Qual é o seu consumo médio diario de chimarrao? |__| | | | mililitros

E9 Em qual temperatura vocé normalmente bebe ou bebia o chimarrdao? |_| (1) Frio (2) Morno (3) Quente (4) Muito quente

Parte F - SAUDE BUCAL

F1 Com qual frequéncia vocé escova seus dentes? |__|

(0) Nunca

(1) < uma vez por semana (5) 2 vezes/dia

(2) 1-2 vezes por semana (8) 3 vezes/dia

(3) Dia sim, dia ndo (7) > 3 vezes/dia

{4) Uma vez por dia {8) Edéntuio {ndo tem dentes) [va para a questao F5]

F2 Vocé usa fio dental? (1) Nao (2) Sim, as vezes (3) Sim, sempre |__|
F3 Que material vocé usa para escovar os dentes? (1) nenhum (2) Creme dental (3) Outro ... |_|
F4 Suas gengivas sangram guando vocé escova os dentes? (1) N&o (2) As vezes (3) Sempre ou quase sempre |_|

F5 Com qual fregiiéncia vocé usa enxaguatorios bucais? (0) Nunca (1) < uma vez por semana (2) 1-2 vezes por semana
(3) Dia sim, dia ndo (4) Uma vez por dia (5) 2 vezes/dia (6) 3 vezes/dia (7) >3 vezes/dia | |

F6 Vocé usa préteses removiveis? (dentadura, ponte moével) (1) Sim (2) Ndo |__| (Se ndo, va para queslao F9)
F7 E uma prétese total? (dentadura) (1) Sim (2) Ndo |__|
F8 Com qual idade vocé comegou a usar dentaduras? |__||__|

F9 Nos Gltimos 20 anos, com qual frequéncia vocé foi ao dentista? || (1) Todos os anos (2) A cada 2-5 anos
(3) A cada 6 anos ou raramente (4) Nunca
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IDNo.BR-|_|__|__W__|_[ | |

Parte G- HISTORICO DE CANCER NA FAMILIA

G1 Quantos irmaos, irmas, filhos ou filhas vocé tem? Irmaos |__||_| Filhos |__|__|
G2 Algum dos seus filhos, irmaos ou pais j4 tiveram cancer? (1) Sim (2) Nao |_|

Tipo de familiar : 1- Proprio(a) Paciente; 2- Mae; 3- Pai; 4-Irmdo; 5-Irma; 6- Filho; 7- Filha
Tabagismo : S- Sim; N-Nao; - IGN

QUADRO T6
Tipo de familiar Tipo de tumor Idade no Tabagista

diagnostico

Parte H- DIABETES MELLITUS

H1 Alguma vez vocé ja foi diagnosticado com diabetes? |__| (1) Sim (2) Nao [Se 'Nao’ va para a questéo 1]
H2 Lembra qual foi o més e ano de diagndstico? |_ | |-|__| | Més/Ano

H3 Sabe qual o tipo de diabetes (1 ou2)? || (1) Tipo 1 (2) Tipo 2 (3) Nao sabe

H4 Vocé utiliza medicamento(s) para controlar o diabetes? |__| (1) Sim (2) Nao [Se ‘Nao' va para a questéo I1]
Qual (is)?

H5 Hipoglicemiantes orais: (1) Sim (2) Nao (3) Naosabe |_ |

H6 Isulina: (1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe |_|

Parte | - EXAME REALIZADO PELO ENTREVISTADOR
Medidas Antropométricas

11 Peso (Kg) \

12 Altura (cm)

N

Exame oral
13 Condigéo geral de hygiene bucal (ex: tartaro, placa bacteriana, sangramento gengival, etc) |__| (1) Boa (2) Razoavel
(3) Ruim/Péssima
|14 Dentes ausentes | (1) Menos doque 5 (2) 6-15 (3) 16 ou mais

Parte J — MATERIAL BIOLOGICO

J1 Ha quando tempo vocé fez sua Gltima refeicao? |__|__|h-|__|__|min
J2 Foi coletado sangue? |__| (1) Sim (2) Nao
J3 Foi coletado um espécime de tumor fresco? |__| (1) Sim (2) Nao

(Parte K — habitos sexuais)

ATENCAQ: As proximas perguntas versam sobre assuntos intimos do paciente. Sendo assim,
aentrevista devera continuar APENAS se: - O paciente estiver ggzinhg com o entrevistador ou,
estando acompanhado de familiar, amigo, ou profissional de satide, este puder se retirar do local da
entrevista durante as proximas perguntas; O paciente estiver apto a responder as perguntas sem auxilio
de acompanhante.

Parte K — HISTORICO DE HABITOS SEXUAIS

As proximas perguntas sdo intimas e referem-se a doengas sexualmente transmissiveis e habitos sexuais. Essas informagdes
importantes para o estudo de alguns eventos em salde. Lembre-se, suas respostas séo confidenciais e usadas apenas para fins de
pesquisa.




IDNo.BR-|__|__|__|/|_|_|

K1 Vocé ja teve alguma doenga sexualmente transmissivel, diagnosticada por um médico ou profissional de satde? |_|
(1) Sim (2) Nao (8) Nao sei (9) Nao quero responder

K1.1 Se sim, qual(is)? (para cada doenga, utilizar o codigo: (1) Sim (2) Nao (3) Nao sei )

(1) Verrugas genitais |__| (6)NGu- Uretrite ndo gonocéccica |__|
(2) Herpes genital |__| (7)Hepatite B |__|

(3)Clamidiase |__| (8) Hepatite C |__|

(4) Gonorréia |__| (9) HIV |_|

(5) Sifilis |__| (10) HPV |_|

K2 Em toda sua vida, vocé ja teve relacdo sexual (vaginal, ou oral, ou anal) com alguém?
|__] (1) Sim (2) Ndo (9) Nao quer responder

K3 Em toda sua vida, com guantas pessoas vocé teve relagao sexual? |__ |||

K3.1Se dificil de responder |__| (1)2-5 (2) 6-10 (3) 11-20 (4) 21-50 (5) 51-100 (6) mais de 100 (9) ndo quer responder

K4 Vocé tem um(a) parceiro(a) sexual regular, ou seja, com quem mantenha relagtes sexuais regularmente? |__|
(1) Sim (2) Nao (9) Nao quer responder

K5 No total, quantos parceiros REGULARES vocé jateve? |_|__|_ |
KS5.1 Se dificil de responder (1) 2-5 (2) 6-10 (3) 11-20 (4) 21-50 (5) 51-100 (B) mais de 100 (9) ndo quer responder

K6 No total, quantos pareceiros CASUAIS vocé jateve? |__|_ | _ |
K6.1 Se dificil de responder (1) 2-5 (2) 6-10 (3) 11-20 (4) 21-50 (5) 51-100 (6) mais de 100 (9) ndo quer responder

K7 Destes(as) parceiros(as) sexuais, quantos vocé pagou ou recebeu dinheiro ou droga para fazer sexo?
( caso a resposta seja “nenhum”, preencha com “0") |__|__|_ |
K7.1 Se dificil de responder (1) 2-5 (2) 8-10 (3) 11-20 (4) 21-50 (5) 51-100 (B) mais de 100 (9) ndc quer responder

K8 Vocé ja fez sexo colocando sua boca nos genitais do(a) parceiro(a) (sexo oral ativo)? L
(1) Sim  (2) Nao (9) Nao quer responder [Se ‘Nao’, va pra J12]

K9 Quantos anos vocé tinha quando fez sexo oral em alguém pela primeira vez? [_|_|anos
[Anotar “99" caso o paciente ndo queira ou ndo saiba responder]

K10 Ha quanto tempo vocé fez sexo oral em alguém pela dltima vez? |_|__|anos
[Anotar “0" caso o paciente tenha feito sexo oral ha menos de um ano; Anotar “99” caso o paciente nio queira ou ndo saiba
responder]

K11 Com que frequéncia vocé faz ou fazia sexo oral no(a) parceiro(a)? (preencher uma das trés linhas abaixo com um
numero, de acordo com a frequéncia que o paciente responder, ex: 1 vez por més)

....... vezes por semana ou
....... vezes por mes ou
....... vezes por ano

(9) Néo quer responder

K12 Qual era o sexo das pessoas em quem vocé fez sexo oral? |__| (1) mulheres (2) homens (3) homens e mulheres (9) Nao
quer responder

K13 Vocé ja tez sexo colocando sua boca no anus do(a) parceiro(a)? |__| (1) Sim (2) Nao (9) N&o quer responder

K14 Vocé ja fez sexo colocando seus genitais na boca do(a) parceiro(a) (sexo oral passivo)?|__| (1) Sim (2) Nao (9) Nao quer
responder

B3 Término da entrevista |__|__|h|__|__|min

Sua contribuigéo foi muito importante para o nosso estudo. Vocé esta ajudando a planejar melhor o cuidado & saide da
comunidade. Muito obrigado(a) por sua cooperagao!

75



76

ANEXO D - Parecer Consubstanciado GENCAPO

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM
PESQUISA

PARECER N°. 128/2012

Registro CONEP 16491 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

Folha de Rosto: 405501 Processo n° 25000.084206/2011-76 Projeto de Pesquisa:
"Fatores ambientais, clinicos, histopatolégicos e moleculares associados ao
desenvolvimento e ao progndstico de carcinomas epidermoéides de cabega e pescogo”
(GENCAPO Fase Il). Pesquisador Responsavel: Dra. Eloiza Helena Tajara da Silva
Instituicao: Faculdade de Medicina de Sao Jose do Rio Preto/SP (1° CENTRO) CEP
de origem: Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP/SP)Area
Tematica Especial: Genética Humana, Biosseguranga, Pesquisa com Cooperagéao
Estrangeira Patrocinador: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo.

Sumario geral do protocolo

Sob a denominacgao de cancer de cabeca e pescoco incluem-se as neoplasias
que surgem na cavidade oral, faringe e laringe, sendo a maioria do tipo histoldgico
espinocelular. Mundialmente, constitui o sexto tipo de cancer mais comum,
compreendendo cerca de 6% dentre todos os tipos de cancer. Acima de 500.000
casos novos e cerca de 300.000 ébitos por tumores de cabecga e pescogo sao
estimados por ano. No Brasil, mais de 14 mil casos novos séo estimados para 2010,
considerando apenas os tumores de cavidade oral, e as taxas de incidéncia previstas
correspondem a 22,1 e 3,3/100.000 para homens e mulheres, respectivamente.

Os principais fatores de risco para o carcinoma epiderméide de cabeca e
pescogo (CECP) sao o tabagismo e o consumo de bebidas alcodlicas. Existem
evidéncias de um aumento de risco para os fumantes da ordem de trés a quatro vezes
para o cancer da cavidade oral e faringe e de dez vezes para o cancer de laringe. O
risco conferido pelo alcool também é significativo -o consumo de 50 gramas por dia
traduz-se em aumento de aproximadamente trés vezes quanto ao risco de cancer de
cavidade oral e faringe e de cerca de duas vezes para o risco de cancer de laringe.
Juntos, tabaco e alcool sao responsaveis por aproximadamente 51% dos tumores de
cabeca e pescogo nos Estados Unidos da América, 84% na Europa e 83% na América
Latina. O impacto do efeito combinado de tabaco (cigarros/dia) e alcool
(bebidas/semana) é maior que a soma dos seus efeitos individuais e excede um efeito
multiplicador sobre o risco de cancer de cabeca e pescoco.

Outros fatores de risco para esses tumores incluem a ingestao de mate quente
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(chimarrao), baixa ingestao de frutas e vegetais e infecgao por HPV. Varias
circunstancias profissionais e exposi¢cao a carcindbgenos nos locais de trabalho, tais
como manufatura de isopropanol e exposigéo a névoas contendo acido sulfurico e gas
mostarda, séo fatores de risco suspeitos para o cancer de laringe. Outros possiveis
fatores de risco incluem tabagismo involuntario, histérico sexual, uso de maconha, ma
higiene bucal, historia familial de cancer de cabega e pescogo, baixo status

socioecondmico e baixo indice de massa corporal.

O CECP ¢é uma das neoplasias mais frequentes no Brasil. Seu progndstico é
ainda limitado e a taxa de sobrevida em cinco anos ¢é baixa. Sao poucos os estudos de
cunho etiolégico no Brasil com tamanhos de amostra suficientemente grandes para
avaliar simultaneamente multiplos fatores de risco para o CECP e que permitam
estratificacdes agregando casos e controles para analises especificas. Ou seja, estudos
em grande escala, de seguimento de pacientes com CECP, que permitam avaliar
simultaneamente o papel do HPV, fatores ambientais, clinicos, histopatolégicos,
moleculares e a terapéutica utilizada na sobrevida de pacientes € no desenvolvimento
do tumor primario nao estao disponiveis no Brasil.

Segundo os proponentes, a organizagdo de uma coorte de pacientes com
seguimento apropriado apds o diagndstico (com entrevistas periddicas e coleta de
sangue) permitira uma abordagem unica para avaliagdo do papel dos fatores
relacionados aos habitos de vida sobre o prognéstico da doengca e a ocorréncia de
segundo cancer primario, ajudando a identificar marcadores precoces de
recrudescimento e outros eventos morbidos.

A variagao geografica na associacao entre HPV e risco de CECP, bem como o
papel do HPV na sobrevida de pacientes, devem ser investigados. A organizagao
proposta no projeto em tela no &mbito do Estado de Sao Paulo e sua ampliagdo para
outras regides do pais, no contexto do projeto InterCHANGE, permitira tais avaliagoes.

A estimativa da probabilidade de sucesso de tratamento, complicacbes e
morbidade é essencial para tomadas de decisdo clinica e para o aconselhamento de
pacientes com CECP. Entretanto, existem poucas op¢des para calculo dessa estimativa
e
o método mais frequentemente utilizado tem como base a experiéncia, objetiva e
subjetiva, do médico. Uma alternativa constitui a probabilidade média de desfechos, mas
que nao considera as caracteristicas individuais e ndo permite avaliacdo personalizada.
Tratamentos mais agressivos sao propostos para casos de alto risco, embora os limites
entre os niveis de risco nao sejam nitidos atualmente. Existe, portanto, a necessidade
de definir mais claramente tais limites.

Objetivos: O presente projeto tem como objetivo geral identificar fatores ligados
ao estilo de vida, infecgao por HPV, bem como perfis de expressdo génica (tanto
miRNAs quanto mRNAs) por sequenciamento em larga escala, fatores clinicos,
histopatolégicos e moleculares associados ao comportamento biolégico de CECP e,
apos integragdo dos dados obtidos, desenvolver uma ferramenta preditiva para a
determinagdo do risco individual de eventos morbidos em portadores desses tumores,
incluindo metastases linfonodais e hematogénicas, sobrevida geral e livre de doenca e
ocorréncia de segundos tumores primarios.

Com base no objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos: Realizar o recrutamento de uma grande série de pacientes com CECP e
seus controles, que permita estratificagcbes detalhadas das questbes de estudo e
garanta resultados precisos e robustos; Avaliar os fatores etioldgicos e prognésticos do
CECP por meio de informacgdes obtidas por questionario sucinto sobre estilo de vida,
tratamento e evolugcdo da doencga, aplicado no momento do diagndstico e em retornos
anuais dos pacientes; Avaliar histologicamente amostras de CECP com relagdo a
margem de invasdo, infiltracdo linfatica, vascular e neural, relacionando com
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marcadores bioldgicos de apoptose, proliferacao, hipdxia, potencial metastatico, entre
outros; Identificar e caracterizar padroes de metilagdo do DNA associados a eventos
morbidos e/ou progressédo tumoral de CECP, em genes que exibiram, em estudos
prévios do grupo, alteragdes epigenéticas ou expressao reduzida e ilhas CpG nas
sequéncias regulatorias; Analisar o transcritoma de cabega e pescogo empregando
tecnologia de sequenciamento em larga escala para identificar eventos transcricionais
associados ao fenodtipo de CECP com potencial de predicdo do risco de eventos
morbidos, transcritos de funcdo desconhecida ou resultantes de fusées e delegbes
génicas, isoformas alternativas e polimorfismos ou mutagbes nos transcritos
sequenciados; Sequenciar pequenos RNAS, em particular microRNAs, de amostras de
CECP e suas respectivas margens cirurgicas para identificagdo de marcadores
candidatos com potencial de utilizacdo na analise de plasma, para acompanhamento
clinico e/ou avaliagdo de prognéstico; Analisar o metaboloma e o perfil protéico de
carcinomas de cabecga e pescoco, especificamente a fragao glicosilada da membrana
celular, e identificar eventos relacionados com caracteristicas clinicas e histopatolégicas
e com potencial de predicdo do risco de eventos morbidos; Investigar o papel de
marcadores candidatos na tumorigénese, utilizando estudos funcionais in vitro, € 0 seu
potencial de utilizagdo em abordagens pouco invasivas, validando transcritos e
proteinas diferencialmente expressas no plasma e em tecidos de pacientes; Realizar
reviséo sistematica da literatura sobre biomarcadores de CECP relacionados a eventos
morbidos e extrair um resumo quantitativo de dados publicados, potencialmente uteis
para predicdo de risco individual; e Desenvolver e validar ferramenta de predicao do
risco individual de eventos mérbidos em pacientes com CECP, considerando dados de
exposicao a agentes ambientais e virus, e caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e
moleculares desses tumores.

Métodos: Cada centro clinico recrutara uma série de casos de CECP, incluindo
tumores da cavidade oral, orofaringe e laringe. Um grupo comparavel de controles sera
recrutado ao mesmo tempo, pareados por frequéncia com os casos por sexo, faixa
etaria (5 anos), etnia e area de residéncia. Os controles hospitalares serdo escolhidos
de uma lista restrita de doencas e controles visitantes ao hospital também serao
aceitaveis. A entrevista de casos e controles sera feita por entrevistador treinado por
meio de questionario estruturado para obtencao de informagbes atuais e passadas
sobre tabagismo, consumo de bebidas alcodlicas, habitos alimentares e outros fatores
de estilo de vida.

Local de realizagao

Trata-se de um estudo nacional, multicéntrico, com cooperacéao estrangeira.

As amostras e dados dos pacientes e controles serdo coletados nos seguintes
cinco centros clinicos: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, Hospital
Helidpolis, Instituto Arnaldo Vieira de Carvalho, Hospital do Cancer de Barretos e
Faculdade de Medicina do ABC. O Grupo de Pesquisas Epidemiolégicas em Cancer
(GPEC) da Faculdade de Saude Publica da USP sera o centro receptor dos
questionarios e informagdes sobre material biolégico. O material biolégico sera
processado e armazenado em diferentes centros; os procedimentos de armazenamento
para manutengdo da qualidade do material bioldgico serdo gerenciados pelo
Departamento de Biologia Molecular da FAMERP/SP. Pelo menos metade das
amostras de cada individuo devera ser transportada para o biorepositério central (local
a ser decidido), apdés a aprovagdo dos comités de ética em cada local (centro). As
analises do material biolégico serdo realizadas nos laboratérios dos pesquisadores
principais e associados (listados acima), excetuando a analise de anticorpos para
proteinas do HPV, para a qual sera contratado o Centro de Pesquisa em Cancer da
Alemanha, em Heidelberg, sob supervisao do Dr. Michael Pawlita. A Agéncia
Internacional para Pesquisa do Cancer da Organizagao Mundial da Saude (IARC/WHO),
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nas pessoas de Maria Paula Curado e Paul Brennan, dara apoio logistico futuro ao
projeto na sua integracao a rede de centros de pesquisa no Brasil e a rede internacional
de pesquisa sobre CECP e participardo das analises dos dados epidemiolégicos (Anexo
“Declaragdo CONEP”).

Apresentagao do protocolo

O protocolo foi encaminhado por oficio, acompanhado de duas midias
digitaisidénticas, contendo os seguintes documentos: Sumario; Projeto Comité de
Etica SIRP, Pasta de Anexos com: Aprovacado do “Estudo Genético e Ambiental
Internacional de Cancer de Cabeca e Pescoc¢o -INTERCHANGE -BRASIL (Projeto nr.
09-33) pelo Comité de Revisao Institucional da IARC, Folha de rosto, Declaragao de
Aprovagao do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP/SP, Cronograma
de Execugdo, Orcamento Financeiro, Lista de Centros Participantes, Parecer
consubstanciado de pendéncias, Resposta as pendéncias solicitadas pelo CEP,
Parecer consubstanciado de aprovacao, Endereco do Curriculo Lattes/CNPq,
Questionario Inicial sobre Habitos e Estilo de Vida, Formulario de Informacgdes Clinicas
(somente para os casos), Formulario para Seguimento (somente para os casos), Folha
de Registro para Casos e Controles, Numeros de Identificagéo e Etiquetas com
Cddigo de Barras, protocolo de Preparagcao das Amostras de Sangue e Tecidos,

Termo de Consentimento Informado para Casos e Controles, Declaragdo CONEP.
Juntamente ao Recurso ao Parecer CONEP N°. 611/2011, os seguintes

documentos foram apresentados: 1. Solicitagao de recurso; 2. Resposta do

Pesquisador;

3. Parecer Consubstanciado CEP — Famerp; 4. Folha de Rosto modificada; 5. Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido, versdo de novembro/2011; 6. Projeto (anexo

separado do recurso ao parecer CONEP 611/2011).

Consideragoes sobre a andlise do recurso ao Parecer CONEP N°. 611/2011,

relativo ao projeto de pesquisa em questao:

1 Em declaragéo de 12 de maio de 2011 (Anexo “Declaragao CONEP”, pagina
2), a pesquisadora responsavel informa que “O projeto compreende a primeira
iniciativa concreta de obtengao de financiamento com o objetivo de organizar no futuro
uma rede brasileira sobre cancer de cabega e pescogo, que se integrara a rede
mundial denominada InterCHANGE”. Adicionalmente, “O nome InterCHANGE reflete a
colaboragao que ocorrera entre varios grupos de diferentes paises, envolvidos na
pesquisa de aspectos relevantes dos tumores de cabega e pescogo” (trechos em
destaque ja grifados no original). Mais a frente, “A etapa citada nesses dois
paragrafos, que corresponde ao Estudo Genético e Ambiental Internacional de Cancer
de Cabega e Pescogo (INTERCHANGE -BRASIL), ndo tem previsao de inicio e s6
sera desenvolvida apés aprovacao pela CONEP, em solicitacdo posterior especifica
para esse Estudo Internacional”. Portanto, fica esclarecido que a analise constante do
presente documento nao inclui a possivel futura integragéo dos centros brasileiros a
rede InterCHANGE. Resposta: “Reafirmamos que a presente solicitacao de parecer
para o projeto FAPESP 10/51168-0 nao inclui no momento a possivel futura integragéo
dos centros brasileiros a rede InterCHANGE. A realizagdo do presente projeto é
contributiva para a implementacao da rede InterCHANGE, considerando que ele, com
os resultados positivos e possiveis dificuldades, servira de modelo para o
delineamento de projetos dos outros grupos que integrarao a rede”. Analise: Os
esclarecimentos apresentados estdo em acordo com os destaques apontados no
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Parecer. Pendéncia atendida.

2 A pesquisa em tela néo atende a classificagéo de estudos em Biosseguranga
do Sistema CEP/CONEP(vide Carta 0213/CONEP/CNS, de 21 de outubro de 2010).
Portanto, solicita-se a correspondente retificagdo da Folha de Rosto. Resposta: “A
Folha de Rosto foi retificada”. Analise: A retificagédo solicitada na Folha de Rosto foi
realizada. Pendéncia atendida.

3 Em decorréncia do exposto na pagina 22/57 do projeto (item 6.5 Tamanho da
amostra) (“Considerando-se a média mensal de casos recrutados durante o
desenvolvimento do Projeto GENCAPO (Fase I), estima-se que no periodo de
conducgao deste estudo nos cinco centros clinicos sera possivel identificar cerca de
1.200 casos novos de tumores de cabeca e pescocgo e 1.200 controles de base
hospitalar. Deve-se considerar que a esta casuistica serdo agregados os pacientes
incluidos no projeto GENCAPO (Fase |) com disponibilidade de

sangue periférico [...]”), verifica-se que o numero total de sujeitos previsto na Folha
de Rosto (n = 1.000) encontra-se em desacordo. Solicita-se a apresentacao dos
esclarecimentos cabiveis e/ou retificacdo. Cabe destacar que esta adequagao ja
havia sido solicitada pelo CEP.Resposta: “O numero correto € 1.200 casos novos
de tumores de cabeca e pescogo e 1.200 controles. Este € o numero previsto de
casos e controles. A Folha de Rosto foi retificada”. Analise: Uma vez que o niumero
total de participantes foi estabelecido em 2.400 (1.200 casos novos de CECP e
1.200 controles), excluiu-se a participagao dos “[...] pacientes incluidos no projeto
GENCAPO (Fase I) com disponibilidade de sangue periférico”, que somam 1422
casos e 541 controles. No entanto, tal afirmacgéo contrapde-se a resposta
apresentada em atendimento a Consideragao “5.b” (vide abaixo), na qual se verifica
a manutencao da intengcdo de uso de amostras armazenadas anteriormente.
Adicionalmente, a nova Folha de Rosto apresenta a quantia “1.200” no campo “No.
de Sujeitos Total”, o que denuncia equivoco quanto a este informe especifico.
Portanto, a alteragao realizada na Folha de Rosto ndo contempla a efetiva
casuistica prevista pelos pesquisadores.

Pendéncia nao atendida. Recurso: “A Folha de Rosto foi retificada: o numero total
de participantes € 2.400 (1.200 casos de CECP e 1.200 controles, cujos dados e
amostras seréo coletados prospectivamente). Serdo excluidos os pacientes do
projeto GENCAPO (Fase |), que somam 1422 casos e 541 controles.”. Andlise:
Recurso parcialmente atendido. Em atendimento, a Folha de Rosto retificada foi
apresentada. No entanto, os Termos de Compromisso do pesquisador responsavel
e do responsavel pela Instituicido proponente, apesar de assinados, nao se
encontram datados. Ressalta-se que todos os campos da Folha de Rosto devem
ser preenchidos, sobretudo os referentes a assinaturas e datas, pois trata-se de um
documento que da consisténcia juridica ao projeto. Os compromissos assumidos
pelos respectivos responsaveis legais devem estar datados, uma vez que, em
momento futuro, estes poderéo ser substituidos. Desta forma, procura-se garantir
respaldo as partes envolvidas, caso seja necessario. Solicita-se adequagédo. 4. Em
relacdo aos Termos de Consentimento Informado para Casos e Controles cabem as
seguintes consideragdes:

a. Os documentos devem ser renomeados como “Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido”, pois esta € a nomenclatura utilizada por determinagao das
Resolugdes pertinentes do Conselho Nacional de Saude. Solicita-se adequacao.
Resposta: “O documento foi renomeado (ver DOCUMENTO 1)”. Analise: A
adequacéo solicitada foi realizada. Pendéncia atendida.

b. Na pagina 1/2 (item INTRODUCAO) dos Termos se |&: “Vocé esta sendo
convidado a participar de um estudo para investigar fatores ambientais e seus
efeitos sobre a saude das pessoas” (ndo grifado no original). Apesar da palavra
“tumor” ser citada em outros pontos do documento, ndo ha mengao a condig¢ao
especifica em estudo, qual seja, cancer de cabeca e pescoco. Solicita-se
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adequacéao (Resolugao CNS 196/96, item 1V.1.a). Resposta: “A condicao especifica
foi acrescentada na linha 2 do itemINTRODUCAO dos TCLEs”. Andlise: A
adequacéo solicitada foi realizada. Pendéncia atendida.

c. Nao consta informe quanto ao envio de amostra para analise no exterior. Uma
vez que o sujeito da pesquisa, ou representante legal, pode considerar esta
informagéo relevante no seu processo decisorio,solicita-se adequagao (Resolugéo
CNS 196/96, item 1V.1.a).Resposta: “Esta informacao foi acrescentada ao TCLE.
Ver:linhas 3-5 do item ANALISE DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS do TCLEpara
casoslinhas 2-5 do item ANALISE DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS do TCLEpara os
controles”.Analise: A adequacéo solicitada foi realizada. Pendéncia atendida.

d. Na péagina 1/2 (item ANALISE DE AMOSTRAS BIOLOGICAS) dos Termos se
I&: “Suas amostras serdo armazenadas por até 30 anos, para serem utilizadas em
investigagdes genéticas e bioquimicas no presente estudo” (ndo grifado no original).
No entanto, considerando o cronograma da pesquisa, com duragao prevista de
cinco anos, e o disposto no item 3 da Resolugao CNS 347/05 (“O armazenamento
podera ser autorizado pelo periodo de 5 anos, quando houver aprovagao do projeto
pelo CEP e, quando for o caso, pela CONEP, podendo haver renovacao mediante
solicitacéo da instituicdo depositaria, acompanhada de justificativa e relatério das
atividades de pesquisa desenvolvidas com o material”). Solicita-se adequagao.
Resposta: “Os TCLEs foram retificados. Ver: linhas 5-7 do item ANALISE DAS
AMOSTRAS BIOLOGICAS dos TCLEs”. Analise: O trecho destacado no TCLE
original foi substituido por “Suas amostras serédo armazenadas por 5 anos, pra
serem utilizadas em investigacdes genéticas e bioquimicas do presente estudo e,
caso haja necessidade de prolongar esse tempo, vocé sera chamado para
confirmar ou nao essa alteragao”. Ou seja, a adequacao solicitada foi realizada.
Cabe ressaltar que a extensao de prazo de armazenamento em Biorrepositério ndo
necessita de autorizacao do sujeito e, sim, do CEP que autorizou a pesquisa
(Resolugao CNS 441/11, item 12.1). Finalmente, se houver intencao de constituicao
de um Biobanco, devese apresentar o respectivo Protocolo de Desenvolvimento, a
luz das disposigdes contidas na Resolugdo CNS 441/11 (contém as diretrizes para
analise ética de projetos de pesquisas que envolvam armazenamento de material
bioldgico humano ou uso de material armazenado em pesquisas anteriores) para
analise pelo Sistema CEP/CONEP. Pendéncia atendida.

e. Na péagina 1/2 (item ANALISE DE AMOSTRAS BIOLOGICAS) dos Termos se
é: “Ao concordar em participar da parte de coleta de amostras bioldgicas deste

1é:
estudo, vocé concede agora a autorizacio para usos futuros dessas amostras que
se relacionam com o objetivo do presente estudo” (n&o grifado no original). No
entanto, considerando as diretrizes contidas nos itens Il1.12 da Resolugdo CNS
340/04 (“Dados genéticos humanos coletados em pesquisa com determinada
finalidade s6 poderao ser utilizados para outros fins se for obtido o consentimento
prévio do individuo doador ou seu representante legal [...]") e 6.2.d da Resolugao
CNS 347/05 (“Os protocolos de pesquisa que pretendam utilizar material
armazenado devem incluir: [...] d) TCLE especifico para nova pesquisa [...]"),
solicita-se adequacéao. Substituir a autorizacado imediata para usos futuros prevista
no Termo proposto pela autorizagdo para armazenamento com vistas a possivel
utilizagao futura, quando nesta situagao, salvo por futura dispensa autorizada do
CEP, o sujeito sera consultado quanto a sua vontade de participar de nova
pesquisa.

Resposta: “Qualquer estudo futuro sera submetido ao CEP antes de iniciado. Por
esse motivo, no item ANALISE DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS de ambos os
TCLE, a frase a seguir foi retirada: “Qualquer uso futuro das amostras ou estudo de
acompanhamento devera ser aprovado por vocé ou seu representante e por um
comité de ética”™. Analise: A adequacao solicitada nao foi realizada. A frase “Ao
concordar em participar da parte de coleta de amostras biolodgicas deste estudo,
vocé concede agora a autorizagio para usos futuros dessas amostras que se




82

relacionam com o objetivo do presente estudo” foi mantida na nova versao dos
TCLEs propostos para o estudo. No entanto, uma vez que o referido banco de
materiais biolégicos humanos n&o se encontra formatado como um Biobanco e,
sim, como um Biorrespositorio, a autorizagao a priori de pesquisas futuras nao se
aplica. Ainda, “O consentimento livre e esclarecido referente a coleta, depdsito,
armazenamento, utilizagdo e descarte de material biolégico humano em
Biorrepositério é formalizado por meio de TCLE especifico para cada pesquisa,
conforme preconizado nas resolugdes do Conselho Nacional de Saude (CNS)”
(Resolugdo CNS 441/2011, item 6).

Pendéncia nio atendida. Recurso: “No item ANALISE DAS AMOSTRAS
BIOLOGICAS de ambos os TCLE, a frase a seguir foi retirada: “Ao concordar em
participar da parte de coleta de amostras biolégicas deste estudo, o(a) Sr.(a)
concede agora a autorizagdo para usos futuros dessas amostras que se relacionam
com o objetivo do presente estudo”. No item NOTIFICACAO, CUSTO E
COMPENSACAO de ambos os TCLE, a frase “As amostras biolégicas obtidas
serdo utilizadas apenas para fins de investigagdo. Qualquer material que néo seja
imediatamente utilizado continuara a ser armazenado para ser utilizado no futuro
para ajudar os cientistas a aprender mais sobre as relagdes entre meio ambiente,
alteragdes genéticas e saude” foi modificada para: As amostras bioldgicas obtidas
serao utilizadas apenas para fins de investigacao e para ajudar os cientistas a
aprender mais sobre as relagdes entre meio ambiente, alteracdes genéticas e
saude.”. Analise: Em atendimento, foram apresentadas novas versées (“Novembro
2011”") dos TCLEs do estudo. As alteragdes efetuadas contemplam os
esclarecimentos e garantias necessarias apontadas nos pareceres anteriores.
Recurso atendido.

f.  Na pagina 1/2 (item NOTIFICACAO, CUSTO E COMPENSACAOQ) dos Termos
se |é: “Os resultados da pesquisa ndo sao adequados para uso em testes clinicos,
como parte de seu atendimento médico. Portanto, os resultados desses estudos
néo estardo disponiveis para vocé” (n&o grifado no original). No entanto, conforme
dispbe o item V.1.d da Resolugdo CNS 340/2004, deve ser ofertado e garantido ao
sujeito a opgao de tomar ou ndo conhecimento sobre as informagdes geradas a
partir do seu material bioldgico cedido para a pesquisa. Solicita-se adequagao.
Cabe destacar que esta adequacao ja havia sido solicitada pelo CEP. Resposta: “O
TCLE foi retificado com a informacgao: ...”mas esses resultados estardo disponiveis
para o(a) Sr.(a)”. Ver:linhas 5 do item NOTIFICACAO, CUSTO E COMPENSACAO
do TCLE para casos linhas 4-5 do item NOTIFICACAO, CUSTO E
COMPENSACAO doTCLE para os controles”.Analise: A adequaco solicitada foi
realizada. Pendéncia atendida.

g. Na pagina 2/2 (item BENEFICIOS POTENCIAIS) dos Termos se 1&: “N&o
havera beneficios diretos para vocé que nao a satisfacdo de participar desta
pesquisa para o possivel beneficio das geragdes futuras. Sua participacdo € muito
importante para o sucesso desta pesquisa cientifica” (ndo grifado no original). No
entanto, a frase destacada pode induzir o sujeito a participar da pesquisa, uma vez
que coloca sobre o individuo a pressao pelo alcance do sucesso do estudo. Solicita-
se, portanto, que o trecho destacado seja retirado dos Termos. Resposta: “A frase
destacada foi retirada dos TCLEs”. Analise: A adequagéo solicitada foi realizada.
Pendéncia atendida.

h. Conforme preconizado nos itens IV.1.i e V.6 da Resolugdo CNS 196/96, além
do direito a assisténcia integral, os sujeitos da pesquisa tém direito a indenizagao,
em caso de danos previstos ou ndo. Portanto, solicita-se adequar os Termos com a
inclusdo, de modo claro e afirmativo, da garantia a indenizacédo, em caso de danos
decorrentes da participacido na pesquisa. Resposta: “Os TCLEs foram retificados.
Ver: linhas 4-6 do item DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS dos TCLEs”.
Analise: Em atendimento, a seguinte frase “Se estes danos ocorrerem, vocé sera
imediatamente tratado pelos profissionais do hospital” foi substituida por “Se estes
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danos ou outros danos ocorrerem resultantes de sua participacéo no estudo, vocé
sera imediatamente tratado pelos profissionais do hospital e tera assisténcia
integral” (item DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS). Percebe-se, portanto,
que a garantia a indenizagao nao foi incluida, apesar de claramente indicada no
Parecer. Cabe, entéo, destacar o disposto no item V.7 da Resolugao CNS 196/96:
“‘Jamais podera ser exigido do sujeito da pesquisa, sob qualquer argumento,
renuncia ao direito a indenizagao por dano. O formulario do consentimento livre e
esclarecido nao deve conter nenhuma ressalva que afaste essa responsabilidade
ou que implique ao sujeito da pesquisa abrir m&o de seus direitos legais, incluindo o
direito de procurar obter indenizag¢ado por danos eventuais”. Portanto, considera-se
que a pendéncia “4.h” nao foi resolvida. Pendéncia nao atendida. Recurso: “Os
TCLEs foram retificados. Ver: linhas 4-6 do item DESCONFORTO E RISCOS
POTENCIAIS dos TCLEs: “Se estes danos ou outros danos ocorrerem resultantes
de sua participagao no estudo, vocé sera imediatamente tratado pelos profissionais
do hospital, tera assisténcia integral, bem como mantera seus direitos legais,
incluindo o direito de procurar obter indenizagdo por danos eventuais”.”.Analise: A
inclusdo da garantia a indenizagao em caso de danos relativos a pesquisa foi
realizada nas novas versdes dos TCLE do estudo. Recurso atendido.

i. Nao foram apresentadas as formas de contato com o CEP responsavel pelo
acompanhamento do estudo, que podera ser questionado em caso de denuncia ou
duvidas relativas a eticidade da pesquisa. Solicita-se que sejam acrescentados aos
Termos o telefone e o endereco do CEP, assim como uma breve descrigao do seu
papel. Cabe destacar que esta adequagéo ja havia sido solicitada pelo CEP.
Resposta: “Foram acrescentados os enderecgos e os telefones do responsavel pelo
acompanhamento do estudo e do CEP da Instituicao”. Analise: A adequacao
solicitada foi realizada. Pendéncia atendida.

5. Em diferentes pontos do projeto € declarada a intengcao de uso de amostras
armazenadas no contexto de pesquisa anterior (p. ex., “[...] a esta casuistica serao
agregados os pacientes incluidos no projeto GENCAPO (Fase ) com
disponibilidade de sangue periférico (1422 casos e 541 controles), tornando a
amostra disponivel para analise mais robusta” / pagina 22/57; e “O presente projeto
também utilizara amostras ja coletadas pelo tematico FAPESP (04/12054-9) /
pagina 42/57)” (grifos nossos). Portanto, solicita-se a apresentagéao de:

a. Copia do TCLE utilizado quando da pesquisa em que o material bioldgico foi
colhido e armazenado, em atendimento ao disposto no item

6.2.c da Resolugdao CNS 347/05.Resposta: “O TCLE do projeto GENCAPO (Fase
1), projeto FAPESP04/12054-9 é apresentado como DOCUMENTO 2”.Andlise: A
solicitagao indicada foi atendida. Pendéncia atendida.

b. Modelo de TCLE, especifico para a pesquisa em tela, destinado aos sujeitos
cujas amostras ja se encontram armazenadas ou a justificativa para dispensa de
obtencéo do consentimento individual, em atendimento ao disposto no item 6.2.d da
Resolugdo CNS 347/05. A declaragao a pagina 42/57, item 8. PROCEDIMENTOS
ETICOS, “Como novos objetivos e tipos de processamento de amostras foram
acrescentados, cada centro local tentara obter dos pacientes novo TCLE especifico”
nao é considerada suficiente. Resposta: “No momento de inclusdo das amostras
armazenadas e, portanto, apos aprovacao dos protocolos da pesquisa em tela pela
CONEP, faremos uma emenda com solicitagao de isencdo de TCLE para o CEP da
instituicdo, com apresentacao dos locais do projeto modificados e justificativas para
dispensa de obteng¢ao do consentimento individual”’. Analise: O conteudo da
emenda mencionada deveria ter sido apresentado a analise ética como parte
integrante do projeto em tramitagao. Portanto, considera-se que a pendéncia “5.b”
nao foi solucionada adequadamente. Pendéncia nao atendida. Recurso:
“Resposta ao Parecer CONEP 611/2011: Considerando que serao excluidos os
pacientes do projeto GENCAPO Fase | (1422 casos e 541 controles), nao
apresentaremos emenda para analise. Salientamos que as frases abaixo foram
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retiradas do projeto: Pagina 5, ultima frase do item 1: “Deve-se destacar que muitas
das anadlises propostas a serem conduzidas no escopo do presente projeto
(GENCAPO Fase Il) devem integrar as informacdes ja disponiveis no GENCAPO
(Fase ). Pagina 22, item 6.5: “Deve-se considerar que a esta casuistica serao
agregados os pacientes incluidos no projeto GENCAPO (Fase |) com
disponibilidade de sangue periférico (1422 casos e 541 controles), tornando a
amostra disponivel para analise mais robusta. Essas amostras serao utilizadas
apos a obtengao do consentimento do individuo doador ou de seu representante
legal para uso futuro ou apds obtengdo do CEP/CONEP para dispensa do TECL
nos casos com justificativa de impossibilidade de contato (doador falecido,
tentativas de contato sem sucesso ou outros). Considere-se também que ha
intencdo de juntar esses casos e controles aos de outros estudos no Brasil e
internacionais para ampliar o poder do estudo.” Pagina 39, item 6.21.1: “Os dados
gerados pela presente proposta serao integrados aos dados do GENCAPO Fase |,
buscando garantir maior poder estatistico.” Pagina 42, item 8: “O presente projeto
também utilizara amostras ja coletadas pelo tematico FAPESP (04/12054-9), das
quais arquivou o termo de consentimento para sua utilizagdo em pesquisa de
biomarcadores de CECPs. Como novos objetivos e tipos de processamento de
amostras foram acrescentados, cada centro local tentara obter dos pacientes novo
TCLE especifico. Nos casos de impossibilidade de contato, a aprovacao para
realizacao do estudo dessas amostras sera solicitada aos comités de ética de cada
instituicdo.”. Analise: Conforme exposto, os proponentes do estudo em tela
decidiram pela n&o utilizagdo das amostras coletadas no contexto do projeto
GENCAPO Fase |, dispensando-se, portanto, a apresentagao do modelo de TCLE
especifico e da emenda mencionados nos pareceres anteriores. Recurso
atendido.

1 Conforme informado a pagina 27/57 (item 6.12 HPV), ao menos 100 yL de
plasma serao necessarios para a analise de anticorpos para proteinas do HPV, a ser
realizada no DKFZ (Centro de Pesquisas em Cancer de Heidelberg, Alemanha), sob a
supervisédo do Dr. Michael Pawlita. Portanto, em atendimento ao disposto no item VII.5
da Resolugdo CNS 292/99, solicita-se a apresentacao de declaragao do colaborador
alemao quanto ao uso do material biolégico e dos dados e informagdes coletados
exclusivamente para os fins previstos no protocolo. Resposta: “O documento é
apresentado no DOCUMENTO 3”. Analise: A solicitacado indicada na Consideragao “6”
foi atendida. Pendéncia atendida.

2 Segundo o Cronograma apresentado (Anexo 12), a coleta de amostras e dados
de pacientes teria inicio no primeiro més de 2011. Solicita-se esclarecer se a pesquisa
ja teria iniciado e, em caso negativo, a apresentagao de cronograma atualizado.
Resposta: “A pesquisa ainda nao foi iniciada. O novo cronograma é apresentado no
DOCUMENTO 4”. Analise: Foi apresentado novo cronograma referente as atividades
relativas ao ano em curso, com previsdo de inclusédo de sujeitos de pesquisa a partir
de setembro. O cronograma referente ao periodo 2012 a 2015 nao foi reapresentado,
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do que se depreende que ndo tenha sido alterado. Consta compromisso com inicio
somente apds a aprovagao do projeto pela CONEP.

Pendéncia atendida.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP,
deacordo com as atribuic6es definidas na Resolugdo CNS 196/96, manifesta-se
pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto, devendo o CEP verificar o
cumprimento da questdo 03 acima, antes do inicio do estudo.

Situacao: Protocolo aprovado com recomendacgao.

OBS: No Brasil, além da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
(FAMERP/SP) informa-se a participagdo dos seguintes centros: Fundagao PIO
Xll,Hospital de Cancer de Barretos/SP (André Lopes Carvalho/Comité de Etica em
Pesquisa CEP da Fundacéo Pio Xll); Centro Internacional de Pesquisa e Ensino do
Hospital ACCamargo/SP (Emmanuel Dias-Neto/Comité de Etica em Pesquisa -CEP do
Hospital ACCamargo); Faculdade de Odontologia da USP/SP (Fabio Daumas
Nunes/Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da USP); Instituto
de Medicina Tropical deSao Paulo, USP, SP (José Eduardo Levi/Comissao de Etica
em Pesquisa do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo); Instituto Ludwig de
Pesquisa sobre o Cancer/SP (LuisaLina Villa/Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Alemao Oswaldo Cruz); HospitalHeliépolis/SP (Marcos Brasilino de Carvalho/Comité
de Etica em Pesquisa do HospitalHeliépolis); Faculdade de Medicina da USP/SP
(Pedro Michaluart Jr/Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
USP); Faculdade de Saude Publica da USP/SP(Victor Wiinsch Filho/Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da USP); Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP em Ribeirdao Preto/SP (Andréia Machado Leopoldino/Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto); Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de Carvalho/SP (José Francisco de
Gois Filho/Comité de Etica em Pesquisa do Instituto do Cancer Arnaldo Vieira de
Carvalho); UNESP/Faculdade de Engenharia, llha Solteira/SP (Flavia C. Rodrigues-
Lisoni/Comité de Etica em Pesquisa da UNESP/Faculdade de Engenharia, llha
Solteira); Centro de Pesquisa Experimental, Instituto Israelita de Ensino ePesquisa
Albert Einstein/SP (Patricia Severino/Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Israelita Albert Einstein); Faculdade de Medicina do ABC/SP (Jossi Ledo
Kanda/Comitéde Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Fundagdo do ABC);
Faculdade deCiéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo/SP (Karina B.
Ribeiro/Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos -Irmandade da Santa Casa
de Misericérdia de Sao Paulo);e Instituto de Biociéncias da USP/SP (Tiago V.
Pereira/Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Biociéncias

da USP).

Caso ocorra modificagao nessa informagao, o CEP do 1° Centro deve ser informado
para comunicagdao a CONEP. O CEP deve enviar copia dessa comunicagao para o
pesquisadorresponsavel do seu Centro. Ressalta-se que os centros que ndo possuem Comités
de Etica em Pesquisa -CEP, devem solicitar a CONEP a indicagdo de um CEP para a analise
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do projeto.

NOTA: Caso na execugéo do protocolo, em um determinado Centro, haja parceria de
instituigbes no recrutamento e/ou atendimento de sujeitos de pesquisa, solicita-se ao CEP
correspondente que observe cuidadosamente os seguintes aspectos, conforme exigéncias éticas
explicitadas nos itens I11.3.i, V.5, VI.2.h, VI.2.i, VI.3.d e VI.3.g da Resolugdo CNS 196/96 e item
IV.1.m da Resolugdo CNS n° 251/97, comvistas a garantia da assisténcia ao sujeito da pesquisa,
sem prejuizo ao Sistema Unico de Satde: 1) formas de recrutamento e referéncia de sujeitos de
pesquisa; se serdo pacientes do SUS e ou/ particulares; em que instituicdo estdo registrados, ou
seja, qual instituicdo assume as responsabilidades inerentes a “Instituicdo de Pesquisa”; 2)
descri¢do da infra-estrutura disponivel para a realiza¢cdo da pesquisa; 3) vinculos do pesquisador; 4)
anuéncia assinada pela diretoria técnica de instituicbes parceiras, para assisténcia dos sujeitos de
pesquisa, quando for o caso, com apresentagdo de convénios ou outras relagbes envolvendo
pessoas juridicas; Ressalta-se que, havendo envolvimento do SUS em parcerias com instituicbes
privadas, a avaliacdo desse aspecto extrapola as atribuicbes do Sistema CEPs-CONEP, devendo o
pesquisador e o responsavel pela instituigdo buscar a manifestagao do Poder Publico Correlato
(estadual ou municipal), por meio da respectiva Assessoria Juridica, em cumprimento a Lei Orgénica
da Saude 8080/91.

Brasilia, 02 de margo de 2012.

.
(),
Gysélle'Saddi'Tannous
Coordenadora da CONEP/CNS/MS
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ANEXOE -

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO Wm
PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DEMOGRAFICA, CLINICA, HISTOPATOLOGICA E MOLECULAR DE
PACIENTES COM NEOPLASIA DE CABECA E PESCOCO E TIREOIDE

Pesquisador: André Bandiera de Oliveira Santos

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 32884214.5.0000.0065

Instituigao Proponente: FUNDACAO FACULDADE DE MEDICINA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 743.366
Data da Relatoria: 23/07/2014

Apresentacédo do Projeto:

Estudo retrospectivo e prospectivo fard andlise demografica, clinica, histopatolégica e molecular de
pacientes com neoplasia de cabeca e pescogo e tiredide.

Objetivo da Pesquisa:

Estudo em 500 pacientes com neoplasia de cabega e pescoco e tiredide analisara uma série de variaveis
clinicas e laboratoriais. As variaveis laboratoriais consistem na analise de biomarcadores séricos e de
histopatologia das bidpsias obtidas na rotina diagnostica destas neoplasias no Servico de Cirurgia de
cabeca e Pescogo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos minimos. Beneficios ndo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Protocolo de estudo observacional de interesse cientifico ndo adicionando riscos significativos aos
realizados de rotina pelo Servigo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Adequados

Recomendacgdes:

Nao

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.2456-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br
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FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO W"\“
PAULO - FMUSP

Continuagéo do Parecer: 743.366

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Aprovado

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

Considerac¢oes Finais a critério do CEP:
aprovado

SAO PAULO, 08 de Agosto de 2014

Assinado por:

Roger Chammas
(Coordenador)

Enderegco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU CEP: 01.246-903

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br
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