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científico não deve ser avaliado do ponto de vista de 

sua utilidade direta. Ele precisa ser feito por si só, 

pela beleza da ciência”. 

(Marie Curie) 



RESUMO 

 

ABREU, P.M. Infecção por Papilomavírus Humano e expressão das proteínas 

p16 e EGFR como biomarcadores de prognóstico em carcinoma epidermóide 

oral e orofaríngeo. 2020. 128f.  Tese (Doutorado em Biotecnologia) – Programa de 

Pós-Graduação em Biotecnologia, UFES, Espírito Santo. Brasil. 

 

O carcinoma epidermoide (CE) oral e orofaríngeo tem como principais fatores de 

risco o consumo de tabaco, álcool e a infecção pelo Papilomavírus Humano (HPV). 

Estudos indicam que pacientes HPV-positivos apresentam resultados mais 

favoráveis em relação à sobrevida e à resposta ao tratamento radioquimioterápico. 

Em orofaringe, as diretrizes mundiais para a identificação e tratamento do câncer 

preconizam que a proteína p16 é um importante indicador prognóstico, uma forma 

indireta de se avaliar a infecção por HPV. Mas, estudos mostram que não há uma 

relação absoluta entre a expressão da proteína e a presença do vírus. Ainda, 

estudos indicam relação entre tumores HPV-negativos e a alta expressão do 

Receptor do Fator de Crescimento Epidermal (EGFR), altamente expresso em CE 

oral e orofaríngeo e já utilizado como alvo para imunoterapia. O objetivo deste 

estudo foi avaliar a aplicabilidade dos biomarcadores HR-HPV (do inglês High Risk – 

Human Papillomavirus), EGFR e p16 como indicadores de prognóstico e da resposta 

ao tratamento em CE oral e orofaríngeo. A presença de p16 e EGFR foi realizada 

por imuno-detecção em lâminas de microarranjos teciduais (TMA, do inglês Tissue 

Microarray) contendo amostras tumorais de epitélio adjacente ao tumor, tecido 

displásico e tecido tumoral. A detecção do DNA do HPV foi realizada através de 

Polymerase Chain Reaction (PCR). A detecção do RNAm E6/E7 do HPV foi 

realizada através da Hibridização in situ utilizando sondas de RNA (ISH-RNA). A 

imuno-expressão de p16, EGFR e o status HPV foram associados às variáveis 

clínico-patológicas e fatores de risco. Curvas de Sobrevida Global (SG) e Sobrevida 

Livre de doença (SLD) foram obtidas pelo método de Kaplan–Meier. Elevada 

expressão de EGFR esteve relacionada com o maior tamanho do tumor em CE oral. 

A frequência de HPV encontrada em CE oral e orofaríngeo empregando PCR foi 

2,25%. Com a técnica ISH-RNA, observou-se frequência de 8,08% em CE oral e 

10% em CE orofaríngeo. Foi encontrada relação entre p16 e a presença de RNAm 

E6/E7 em CE oral (p=0,046), mas não em CE orofaríngeo. Observou-se correlação 



crescente e significativa entre p16 e HPV (p=0,007), porém foi detectada uma 

correlação fraca entre as duas variáveis (rs=0,239). Embora a presença de HPV, 

detectado por ISH-RNA, não tenha impactado diretamente na SG ou SLD, observou-

se que todos os pacientes HPV-positivos se enquadraram no grupo de baixo risco, 

os quais tiveram as maiores taxas de SG (p=0,028). Em conclusão, p16 e EGFR 

podem não ser bons biomarcadores de prognóstico ou progressão. No entanto, a 

expressão de p16 pode ser utilizada como uma importante ferramenta para 

rastreamento na rotina clínica.  ISH-RNA parece ter maior sensibilidade que a PCR 

convencional e a correlação fraca entre a expressão de p16 e a detecção de RNAm 

E6/E7 HPV por ISH leva a concluir que utilizar a expressão do p16 isoladamente 

pode não ser a melhor opção para prever a infecção por HPV.  A baixa frequência 

de HPV observada pode indicar que a cavidade oral é um sítio anatômico incomum 

para o HPV, não sendo determinante para o carcinogênese oral e que HPV ainda 

não é fator causal predominante para a carcinogênese em orofaringe, como é em 

outros países, prevalecendo os hábitos tabagistas e etilistas. 

 

 

Palavras-chave: Papilomavírus humano. EGFR. p16. Hibridização in situ-RNA. 

Carcinogênese induzida por HPV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



P16 AND EFGR EXPRESSION AND HPV INFECTION AS PROGNOSTIC 

BIOMARKERS IN ORAL AND OROPHARYNGEAL SQUAMOUS CELL 

CARCINOMA 

 

ABSTRACT 

 

ABREU, P.M. Human Papillomavirus infection and expression of p16 and EGFR 

proteins as prognostic biomarkers in oral and oropharyngeal squamous cell 

carcinoma. 2020. 128f. Thesis (Doctoral in Biotechnology) or Dissertation - 

Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espírito Santo. Brazil. 

 

Oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma has as main risk factors the 

consumption of tobacco, alcohol and infection by Human Papillomavirus (HPV). 

Studies indicate that HPV-positive patients have results more favorable in relation to 

survival and response to radiochemical treatment. In the oropharynx, the worldwide 

guidelines for the identification and treatment of cancer recommend that p16 protein 

is an important prognostic indicator, an indirect way of assessing HPV infection. But 

studies show that there is no absolute relationship between protein expression and 

the presence of the virus. In addition, studies indicate a relationship between HPV-

negative tumors and high expression of the Epidermal Growth Factor Receptor 

(EGFR), highly expressed in oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma and 

already used as a target for immunotherapy. The aim of this study was to evaluate 

the applicability of HR-HPV biomarkers EGFR and p16 as indicators of prognosis 

and response to treatment in oral and oropharyngeal squamous cell carcinoma. The 

presence of p16 and EGFR was performed by immuno-detection on tissue 

microarray slides (TMA, from English Tissue Microarray) containing tumor samples 

from epithelium adjacent to the tumor, dysplastic tissue and tumor tissue. The 

detection of HPV DNA was performed using Polymerase Chain Reaction (PCR). The 

detection of HPV E6 / E7 mRNA was performed by in situ hybridization using RNA 

probes (ISH-RNA). Immunoexpression of p16, EGFR and HPV status were 

associated with clinical-pathological variables and risk factors. Overall survival (OS) 

and disease-free survival (DFS) curves were obtained using the Kaplan – Meier 

  



method. Elevated EGFR expression was related to the larger tumor size in oral 

squamous cell carcinoma. The frequency of HPV found in oral and oropharyngeal 

squamous cell carcinoma using PCR was 2.25%. With the ISH-RNA technique, a 

frequency of 8.08% was observed in oral squamous cell carcinoma and 10% in 

oropharyngeal squamous cell carcinoma. A relationship was found between p16 and 

the presence of E6 / E7 mRNA in oral squamous cell carcinoma (p = 0.046), but not 

in oropharyngeal squamous cell carcinoma. There was an increasing and significant 

correlation between p16 and HPV (p = 0.007), but a weak correlation was detected 

between the two variables (rs = 0.239). Although the presence of HPV, detected by 

ISH-RNA, did not directly impact on OS or DFS, it was observed that all HPV-positive 

patients fell into the low-risk group, which had the highest OS rates (p = 0.028). In 

conclusion, p16 and EGFR may not be good prognostic or progression biomarkers. 

However, the expression of p16 can be used as an important tool for routine 

screening. ISH-RNA seems to have greater sensitivity than conventional PCR and 

the weak correlation between p16 expression and detection of E6 / E7 HPV RNA by 

ISH leads to the conclusion that using p16 expression alone may not be the best 

option to predict the HPV infection. The low frequency of HPV observed may indicate 

that the oral cavity is an unusual anatomical site for HPV, not being a determinant for 

oral carcinogenesis and that HPV is not yet a predominant causal factor for 

oropharyngeal carcinogenesis, as it is in other countries, prevailing smoking and 

drinking habits. 

Key words: Human papillomavirus. EGFR. p16. In situ hybridization-RNA. HPV-

induced carcinogenesis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

1.1 EPIDEMIOLOGIA 
 
 
O câncer é considerado um problema de saúde pública mundial, sendo o câncer de 

cabeça e pescoço o sexto mais prevalente no mundo. Para o ano de 2018, foram 

estimados 447.751 novos casos de câncer de lábio, cavidade oral e orofaringe, em 

homens e mulheres, e 228.389 óbitos. O Brasil é um dos países que apresentam as 

maiores taxas de incidência destes tipos tumorais (Figura 1), equivalentes a mais de 

5,9 a cada 100 mil habitantes (BRAY; FERLAY; SOERJOMATARAM, 2018). Ainda 

no Brasil, para os cânceres de lábio e cavidade oral (Figura 2), o estado do Espírito 

Santo apresenta as taxas de incidência mais elevadas para homens comparado às 

mulheres, equivalentes a 11,87 e 2,04 a cada 100 mil habitantes, respectivamente 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE; INCA, 2020). 

 

Figura 1. Taxas de incidência de câncer de lábio, cavidade oral e orofaringe estimadas para 
homens e mulheres em 2018. ASR – Taxas padronizadas por idade, por 100 mil habitantes.   
Fonte: GLOBOCAN, 2018. 

 

Dentre os tumores que acometem a cavidade oral e orofaringe, o tipo histológico 

mais frequente é o carcinoma epidermoide (CE), neoplasia maligna com origem em 

epitélio de revestimento que representa mais de 95% dos casos (BRENER et al., 

2007; GUPTA; METGUD, 2013). 
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Figura 2. Taxas de incidência de câncer de lábio e cavidade oral no Brasil estimadas para 
homens e mulheres em 2020, por 100 mil habitantes. Fonte: INCA, 2020. 

 

O CE oral e orofaríngeo tem como principais fatores de risco o tabagismo e o 

etilismo. Isoladamente, a queima do tabaco libera nitrosaminas e hidrocarbonetos 

policíclicos carcinogênicos genotóxicos, responsáveis pela alteração do perfil 

molecular e pela indução de mutações nas células; já o álcool atua como solvente e 

facilita a exposição da mucosa a agentes carcinogênicos, levando à maior absorção 

das substâncias presentes no tabaco, além de interferir na síntese e reparo do DNA 

através da formação de adutos de DNA por seu principal metabólito, o acetaldeído 

(GALBIATTI et al., 2013; MINISTÉRIO DA SAÚDE; INCA, 2020). 

Concomitantemente, o consumo de álcool e tabaco produz efeito sinérgico, 

contribuindo para um aumento em 30 vezes do risco de carcinoma epidermoide em 

cabeça e pescoço. Esse risco também pode variar conforme o tempo, quantidade e 

frequência de exposição aos fatores de risco (GALBIATTI et al., 2013; MINISTÉRIO 

DA SAÚDE; INCA, 2020). 

Além do álcool e tabaco, que já são fatores de risco bem estabelecidos, tem sido 

também apontada a participação do Papilomavírus Humano (HPV) na 

carcinogênese dos tumores de cabeça e pescoço, principalmente no carcinoma 

epidermoide de orofaringe (COMBES; FRANCESCHI, 2014; WESTRA, 2009; 

ZARAVINOS, 2014). Apesar das hipóteses em relação à função do HPV na gênese 

dos tumores de cabeça e pescoço, ainda não está bem estabelecida a participação 
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do HPV no desenvolvimento dos tumores da cavidade oral, sendo que a maioria dos 

estudos tem relacionado infecção por HPV com tumores de orofaringe. Ainda, os 

mecanismos envolvidos na patogênese do câncer de cabeça e pescoço 

relacionados ao HPV, principalmente em cavidade oral, não estão bem esclarecidos.  

A participação do HPV nos tumores de orofaringe tem sido sustentada pela hipótese 

de que, nos últimos anos, tem sido observada a redução no consumo de tabaco não 

acompanhada de uma redução na incidência dos tumores de cabeça e pescoço. 

Contrariamente, a incidência dos tumores de orofaringe nos últimos 20 anos tem 

aumentado, o que pode estar fortemente relacionado à infecção pelo HPV 

(CHATURVEDI et al., 2013; OGUEJIOFOR et al., 2013). Além disso, o perfil dos 

pacientes com tumores de cabeça e pescoço tem sofrido mudanças, sendo 

diagnosticados em indivíduos mais jovens, do sexo masculino e sem histórico de 

tabagismo e etilismo. Esse perfil tem sido atribuído à infecção por HPV, e devido à 

melhor resposta ao tratamento radioquimioterápico que estes pacientes têm 

apresentado em comparação com pacientes HPV-negativos, os tumores HPV-

positivos tem sido considerados uma entidade distinta, um subconjunto dentre os 

tumores de cabeça e pescoço, com prognóstico mais favorável (BRAY; FERLAY; 

SOERJOMATARAM, 2018; MINISTÉRIO DA SAÚDE; INCA, 2018; NAUTA et al., 

2018; WESTRA, 2009). 

As estimativas do estudo GLOBOCAN, realizado pelo IARC (International Agency for 

Research on Cancer), confirmam este perfil. De acordo com o GLOBOCAN, a 

incidência de todos os cânceres atribuídos ao HPV em homens por cada continente 

em 2012 (Figura 3) é bem próxima à incidência global de câncer em orofaringe em 

2018 (Figura 4). Portanto, em homens, o HPV parece ser o principal fator de risco 

para o câncer de orofaringe. 
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Figura 3. Incidência de câncer atribuída a infecção por Papilomavírus humano (HPV) entre 
homens e mulheres (A), entre homens (B), e entre mulheres (C) em 2012, de acordo com a 
localização geográfica, segundo dados do Globocan. 

 

 

 

Figura 4. Estimativa de novos casos de câncer de orofaringe em homens, para 2018, de 
acordo com a localização geográfica, segundo dados do Globocan. 

 

A frequência da infecção por HPV em tumores da cavidade oral é variável, no 

mundo e no Brasil.  Estudo realizado no Reino Unido revelou uma baixa frequência 

de HPV, equivalente a menos de 2% da população estudada (LOPES et al., 2011); 

na Índia, foi publicado um estudo mostrando que a frequência de HPV em tumores 

da cavidade oral foi de 46% (CHAKROBARTY et al., 2014); e nos Estados Unidos, 
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estudo realizado por Linger e colaboradores (2013) detectou a presença do HPV em 

5,9% dos tumores orais analisados. 

No Brasil, diferentes estudos realizados mostraram variações na frequência de 

infecção pelo HPV: desde 19,2% em CE oral, a maioria referente ao HPV-16 

(KAMINAGAKURA et al., 2012); frequência de 6,6%, com metade dos casos 

positivos referentes ao HPV-16 (LÓPEZ et al., 2014) e, até mesmo, ausência de 

HPV (SPÍNDULA-FILHO et al., 2011). Um estudo do nosso grupo, publicado em 

2018, mostrou baixa frequência da infecção, equivalente a 3,03% dos tumores 

avaliados (ABREU et al., 2018). 

Para o CE orofaríngeo, estudos mostram que há, de forma geral, uma frequência de 

HPV mais expressiva do que em CE oral. Uma revisão sistemática, publicada por 

Haeggblom e colaboradores (2017), mostrou prevalência total de 56% de HPV em 

carcinoma epidermoide de base de língua e tonsila. Na Espanha, estudo publicado 

por Castellsagué et al.(2016) revelou frequência de 83% de HPV-16 em CE 

orofaríngeo, enquanto na Holanda, estudo publicado por Nauta e colaboradores 

(2018) observaram 87,6% de casos HPV positivos em 388  pacientes com CE 

orofaríngeo avaliados, conforme tabela 1. 
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Tabela 1. Estudos de detecção de HPV em tumores da cavidade oral e orofaringe, população estudada, técnicas aplicadas e frequências de 
HPV associadas a cada estudo. 

Autor/Ano Sítio Anatômico População estudada Técnica Frequência 

Abreu et al., 2018 Cavidade Oral Espírito Santo - Brasil PCR (MY09/11; GP5+/6+; PGMY09/11) 3.03% 

Castellsagué et al., 2016 Cavidade Oral Vários países - Estudo internacional ISH-DNA, IHC p16, PCR (SPF-10) 68,8% 

Chakrobarty et al., 2014 Cavidade Oral Índia PCR (MY09/11) 46% 

Hauck et al., 2015 Cavidade Oral Alemanha PCR (GP5+/6+) ISH-DNA, ISH-RNA 3,8% 

Hauck et al., 2015 Cavidade Oral Brasil PCR (GP5+/6+) ISH-DNA, ISH-RNA 6% 

Kaminagakura et al, 2012 Cavidade Oral São Paulo - Brasil PCR (GP5+/6+) 19,2% 

Lingen et al., 2013 Cavidade Oral Estados Unidos RT-qPCR 5,9% 

Lopes et al., 2011 Cavidade Oral Reino Unido PCR (GP5+/6+); qPCR; ISH-DNA <2% 

López et al., 2014 Cavidade Oral São Paulo, Goiás, Rio de Janeiro - Brasil PCR (PGMY09/11) 6,6% 

Spíndula-Filho et al., 2011 Cavidade Oral Goiás, Brasil PCR (GP5+/6+) 0% 

Castellsagué et al., 2016 Orofaringe Vários países - Estudo internacional ISH-DNA, IHC p16, PCR (SPF-10) 83% 

Haeggblom et al., 2017 Orofaringe Vários países - Revisão Sistemática PCR, IHC p16, ISH, RT-qPCR 56% 

Hauck et al., 2015 Orofaringe Alemanha PCR (GP5+/6+) ISH-DNA, ISH-RNA 34,4% 

Hauck et al., 2015 Orofaringe Brasil PCR (GP5+/6+) ISH-DNA, ISH-RNA 15,5% 

López et al., 2014 Orofaringe São Paulo, Goiás, Rio de Janeiro - Brasil PCR (PGMY09/11) 6,6% 

Nauta et al., 2018 Orofaringe Holanda PCR (GP5+/6+) 87,6% 

  2
6
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A variabilidade nas frequências deve ser atribuída também aos variados métodos de 

detecção viral. Porém, quanto maior a sensibilidade do método utilizado, melhor a 

detecção e maiores são as possibilidades de uso do status HPV como biomarcador 

de prognóstico e resposta ao tratamento, o que favorece a estratificação dos 

pacientes para uma melhor escolha das modalidades de tratamento disponíveis. 

A detecção precoce do CE oral e orofaríngeo, em estágios iniciais da tumorigênese, 

proporciona maiores chances de cura. No entanto, a maioria dos casos é 

diagnosticada em estágio avançado, o que dificulta as possibilidades de cura, com 

queda na qualidade de vida do indivíduo. Isto pode explicar porque, mesmo com os 

avanços nas modalidades de tratamento, a taxa de sobrevida não tem obtido 

melhoras significativas nas últimas décadas, mantendo-se entre 50-55%, em um 

período de 5 anos (GALBIATTI et al., 2013; SAYÁNS et al., 2019; ZARAVINOS, 

2014).  

Além disso, a escolha terapêutica a ser adotada por muito tempo tem sido baseada 

na classificação TNM do tumor e no sítio anatômico acometido. Porém, pacientes 

com mesmo estadiamento podem não responder como o esperado a um mesmo 

tratamento. Isto possivelmente deve-se a fatores biológicos envolvidos, como as 

variabilidades genéticas individuais, que podem influenciar na progressão e 

disseminação local da neoplasia. Com isso, estudos de biomarcadores de 

prognóstico tumorais podem auxiliar na decisão terapêutica, com base na resposta 

ao tratamento em pacientes com CE oral e orofaríngeo. 

 
 
 
1.2 PAPILOMAVÍRUS HUMANO (HPV) 
 
 
O papilomavírus humano (HPV) é um vírus da família Papillomaviridae, grupo de 

pequenos vírus não envelopados, epiteliotrópicos, de simetria icosaédrica. O virion 

do HPV tem cerca de 55 nm de diâmetro e apresenta genoma de DNA dupla fita 

circular, com cerca de 8.000 pares de bases (BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013; 

SIMONATO; MIYAHARA, 2007). 
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O genoma do HPV possui cerca de oito genes, que são divididos em três regiões: 

região precoce (composta pelos genes E1, E2, E4, E5, E6, E7), responsável pela 

codificação de proteínas necessárias para replicação viral e transcrição; região 

tardia (composta pelos genes L1 e L2) que codifica as proteínas estruturais do 

capsídeo; e uma região reguladora (URR – Upstream Regulation Region), a qual 

apresenta elementos necessários para a replicação do DNA viral e regulação da 

transcrição (BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013; FERRAZ et al., 2012; MUÑOZ, Nubia 

et al., 2006).  

Os genes E1 e E2 têm a função de codificar proteínas essenciais para replicação do 

DNA e controle da transcrição gênica viral, sendo os primeiros genes expressos. E1 

tem função específica de replicação viral, com seu produto apresentando atividade 

ATPase e DNA helicase e se ligando na origem de replicação do DNA viral, sendo 

essencial para a replicação do vírus; E2 é responsável por codificar uma proteína 

que age como fator regulador da transcrição de E6 e E7; E4 é responsável pela 

alteração no citoesqueleto, maturação e liberação de novas partículas virais, sendo 

expresso em estágios mais avançados da infecção; E5 estimula a proliferação e 

transformação celular através do aumento da transdução de sinal intracelular, que 

ocorre por meio de fatores de crescimento; E6 e E7 são responsáveis pela 

amplificação do genoma viral, mecanismo dependente da expressão dos genes 

anteriores. As regiões L1 e L2 codificam, respectivamente, proteínas principais e 

secundárias do capsídeo nas etapas finais da replicação viral (FERRAZ et al., 2012; 

SIMONATO; MIYAHARA, 2007; SOUTO, 2005). 

O potencial oncogênico do HPV é dependente do comportamento do genoma viral 

na célula hospedeira. Assim, os tipos de HPV considerados de baixo risco 

oncogênico mantém seu DNA em forma circular e epissomal, enquanto os de alto 

risco oncogênico integram seu DNA ao genoma da célula hospedeira (FERRAZ et 

al., 2012).   

Cerca de 18 tipos de HPV são classificados como de alto risco oncogênico: 16, 18, 

26, 31, 33, 35, 39, 41, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82 (MUÑOZ, Nubia et al., 

2006). Eles estão relacionados ao desenvolvimento de tumores, como câncer de 

colo do útero (FERRAZ et al., 2012; SHENG et al., 2013; SIMONATO; MIYAHARA, 

2007; SKINNER et al., 2014),  trato anogenital (KAMINAGAKURA et al., 2012; 
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MARUR et al., 2010; ZARAVINOS, 2014)  e orofaringe (CHATURVEDI et al., 2013; 

LÓPEZ et al., 2014; MUÑOZ, Nubia et al., 2006). Sendo assim, os fatores envolvidos 

na carcinogênese estão relacionados à afinidade do HPV às células epiteliais e ao 

seu potencial oncogênico (MARTÍN-HERNÁN et al., 2013). 

As células alvo do HPV são as células indiferenciadas proliferativas da camada 

basal do epitélio escamoso. O vírus penetra nessas células após perda da solução 

de continuidade do tecido, quando então se estabelece uma relação entre o ciclo 

viral e a diferenciação da célula infectada (BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013).  

O DNA na forma epissomal é responsável apenas pela replicação viral. No ciclo 

replicativo da infecção pelo HPV, há um baixo número de cópias do DNA viral na 

forma epissomal e baixo nível de expressão de E6, E7, E1 e E2, suficientes apenas 

para a manutenção do genoma viral. A expressão dos genes do HPV é regulada e 

dependente da diferenciação das células infectadas e sua migração no epitélio. Para 

as partículas virais serem produzidas, ocorre a amplificação do genoma do HPV e 

montagem das partículas nas camadas média e superior do epitélio. Os genes L1 e 

L2 codificam proteínas do capsídeo viral e são expressos nos grupos de células com 

maior expressão de E4, responsável por alterar o citoesqueleto através da sua 

capacidade de se associar a filamentos de citoqueratina e de reorganizar a rede de 

filamentos de citoqueratina na célula, maturação e replicação viral. A montagem dos 

vírus e seu empacotamento ocorrem na camada superficial do epitélio de onde são 

liberadas as partículas virais completas sem que haja lise celular (FERRAZ et al., 

2012).  

A carcinogênese induzida por HPV difere da carcinogênese induzida por tabaco e 

álcool. Quando induzida por HPV, o desenvolvimento de neoplasias está associado 

à perda da regulação do ciclo celular, o que é frequentemente observado em 

infecções persistentes por HPV de alto risco oncogênico, na qual é observada a 

integração do genoma viral ao da célula hospedeira, em vez de manter o DNA na 

forma epissomal (FERRAZ et al., 2012).  Quando o genoma viral se integra ao 

genoma da célula hospedeira, o DNA viral é clivado na região onde se localizam os 

genes E1/E2, interferindo assim no controle transcricional exercido por E2. O 

produto do gene E2 é um fator que regula a transcrição dos oncogenes E6 e E7, 

sendo esse controle perdido em decorrência da clivagem, provocando um aumento 
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da expressão dessas proteínas. Ao final desse processo se observa o HPV 

transcricionalmente ativo, o que caracteriza uma infecção por HPV biologicamente 

relevante (SIMONATO; MIYAHARA, 2007; SOUTO, 2005). Os eventos decorrentes 

da integração do DNA viral ao DNA da célula hospedeira podem ser visualizados na 

Figura 5. 

A ação de E6 e E7 no ciclo celular é determinante para a carcinogênese viral, uma 

vez que estimula a proliferação e transformação celular a partir da interferência no 

ciclo celular (FERRAZ et al., 2012). A ativação da enzima telomerase, provocada por 

E6, promove a imortalização de queratinócitos, caracterizando importante evento na 

carcinogênese (GUPTA; METGUD, 2013).  

A participação do HPV na tumorigênese tem sido descrita mais detalhadamente na 

patogênese dos tumores do colo de útero,  nos quais a infecção persistente pelo 

HPV de alto risco é responsável pelo desenvolvimento da maior parte dos cânceres, 

sendo os subtipos 16 e 18 os mais prevalentes e encontrados em cerca de 70% dos 

casos (BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013). 
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Figura 5. Integração do DNA viral ao DNA da célula hospedeira, aumento da expressão das 
oncoproteínas E6 e E7 e interferência nas funções de p53 e pRb. Adaptado de WOODMAN 
et al, 2007; JANICEK; AVERETTE, 2001.  

 
 
 
1.3 DETECÇÃO DE HPV 
 
 
A detecção de HPV baseada em DNA foi utilizada durante muitos anos, através de 

reação em cadeia de polimerase (PCR) convencional, nested PCR e hibridização in 

situ utilizando sondas de DNA. Porém, estas técnicas identificam apenas a presença 

do HPV no tecido e não são capazes de garantir a participação do vírus na 

carcinogênese da cavidade oral e orofaringe (SCHACHE, Andrew G et al., 2012; 

UKPO et al., 2011). 
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A detecção dos transcritos referentes às oncoproteínas E6 e E7, através de PCR em 

tempo real (RT-qPCR) atualmente é o padrão ouro para a detecção do HPV, já que 

permite a detecção do RNAm E6 e E7, e assim garante que o HPV não somente 

está presente no tumor, mas está transcricionalmente ativo, caracterizando infecção 

biologicamente relevante, o que significa que o HPV está participando ativamente na 

carcinogênese desses tumores. Porém, essa técnica não preserva o contexto do 

tecido, ou seja, é necessário a destruição do tecido para se ter acesso aos ácidos 

nucleicos (SCHACHE, a G et al., 2013; UKPO et al., 2011). 

Desta forma, uma nova tecnologia com alta sensibilidade, baseada em hibridização 

in situ utilizando sondas de RNA (RNAscope®) foi desenvolvida. Esta técnica 

permite a identificação de RNAm de E6 e E7 através de reação em lâmina, 

utilizando tecido parafinizado que já é bem estabelecido na rotina clínica. As leituras 

das lâminas podem ser realizadas por microscopia ótica, preservando o contexto do 

tecido e permitindo visualizar a localização exata das oncoproteínas nas células 

infectadas (WANG, Fay et al., 2012). Essa é uma técnica pioneira no Brasil e na 

América Latina, e foi padronizada com o desenvolvimento deste trabalho no 

Laboratório de Patologia Molecular da Universidade Federal do Espírito Santo. 

Assim, este é o único laboratório da América Latina a executá-la e, portanto, é nesta 

técnica que consiste o ineditismo deste trabalho. 

Em tumores da cavidade oral e orofaringe, até 2017, não havia indicadores ou 

marcadores prognósticos ou preditivos. Assim, a decisão terapêutica era baseada 

apenas no tamanho do tumor, presença de metástase em linfonodos regionais ou 

presença de metástase à distância, e não levando em conta fatores biológicos 

envolvidos. Com o novo estadiamento, os tumores da orofaringe foram classificados 

em duas categorias: p16-positivos e p16-negativos e, desta forma, a expressão de 

p16 foi adotada como determinante prognóstico. Para os tumores da cavidade oral e 

para os tumores de orofaringe p16-negativos ou para os quais não foi possível 

realizar a imuno-histoquímica do p16, foram adotados para a classificação a 

profundidade de invasão do tumor (DOI, do inglês Deepth of Invasion) e o 

extravasamento extranodal (ENE, do inglês Extranodal Extension). Com a 

implementação do novo sistema de estadiamento se espera que haja melhor 
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rastreamento dos pacientes acometidos, já que ele reflete melhor o comportamento 

clínico e considera aspectos biológicos do tumor.  

 
 
 
1.4 PROTEÍNA p16 
 
 
A progressão do ciclo celular a partir da fase G1 é regulada por ciclinas, através da 

formação de complexos com proteínas quinase ciclina-dependentes (CDK). Esses 

complexos ciclina-CDK têm a função de regular a fosforilação de proteínas 

relacionadas à progressão do ciclo celular. O gene P16INK4a codifica a proteína 

p16, a qual regula negativamente a progressão do ciclo celular, atuando como 

inibidor de CDK 4/6 e, desta forma, bloqueando a fosforilação da proteína do 

retinoblastoma (pRB). A pRB, por sua vez, exerce efeito antiproliferativo por meio do 

controle da transição entre as fases G1 e S do ciclo celular. Em sua forma ativa, 

hipofosforilada, pRb está ligada ao fator de transcrição E2F, bloqueando sua ação e 

mantendo a célula na fase G1. Quando fosforilada, a pRB se torna inativa e libera o 

fator E2F, o qual induz a progressão do ciclo celular para a fase S (FERRAZ et al., 

2012; OGUEJIOFOR et al., 2013; PANNONE et al., 2012). 

A oncoproteína viral E7 inibe a atividade da pRB por se ligar a esta proteína, 

induzindo a liberação do fator E2F, desencadeando o processo de replicação do 

DNA e aumentando a proliferação das células do epitélio infectado. O gene 

CDKN2A, por sua vez, tem sua expressão controlada por feedback negativo 

exercido pela pRB. Assim, a inativação de pRB por E7 resulta no acúmulo de p16 

nas células infectadas. A oncoproteína viral E7 também é capaz de se ligar a p21 e 

p27, as quais também atuam como CDKIs, o que contribui para o descontrole do 

ciclo celular em diferentes pontos de checagem (FERRAZ et al., 2012; 

OGUEJIOFOR et al., 2013; PANNONE et al., 2012). 

O gene supressor de tumor TP53 é responsável por ativar genes envolvidos no 

controle do ciclo celular, reparo do DNA e indução da morte celular por apoptose. 

Desta forma, atua impedindo a progressão de células com danos genéticos no ciclo 

celular, favorecendo mecanismos de reparo do DNA e, caso o reparo não seja 

efetivo, ativando mecanismos que induzem à apoptose. O gene P16INK4a, cuja 
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transcrição é ativada por p53, realiza a parada do ciclo celular, conforme descrito 

anteriormente. Assim, GADD45 pode então reparar o dano ao DNA e o gene BAX 

induzir apoptose nas células cujo dano ao DNA foi irreversível. A oncoproteína viral 

E6 se liga à p53, promovendo sua degradação proteassomal, causando instabilidade 

cromossomal, imortalização e proliferação anormal das células transformadas, 

favorecendo assim o desenvolvimento tumoral. Além disso, a oncoproteína E6 é 

capaz de degradar, em queratinócitos humanos, a proteína BAX, o que inibe a 

apoptose (FERRAZ et al., 2012; PANNONE et al., 2012). 

A classificação TNM de tumores malignos, sistema de estadiamento estabelecido 

pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) e utilizado para determinar o 

estadiamento clínico dos tumores de cabeça e pescoço e definir a terapêutica, vêm 

ganhando alguns indicadores de prognóstico, o que permite a estratificação de 

grupos de pacientes. A classificação TNM de tumores malignos lançou sua 8ª edição 

em 2017 e incluiu no estadiamento dos tumores da orofaringe a expressão de p16 

como determinante prognóstico, o que indicaria, de forma indireta, presença de 

infecção por HPV, uma vez que há aumento da proteína p16 detectada por imuno-

histoquímica. No entanto, o status do HPV por meio da proteína p16 está indicado 

apenas para câncer de orofaringe e, portanto, não inclui tumores da cavidade oral ou 

outros sítios da cabeça e pescoço (AMIN et al., 2017; BRIERLEY; 

GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2017).  

Neste contexto, é primordial considerar a sensibilidade e a especificidade da técnica 

de imuno-histoquímica para avaliar a expressão de p16 como indicador da presença 

de infecção persistente por HPV. Assim,  alguns estudos estimam que cerca de 20% 

dos tumores positivos para o p16 possam não ser positivos para o HPV e, talvez, a 

avaliação da expressão de p16 possa não ser suficiente para detectar infecção por 

HPV biologicamente relevante, ou mesmo confirmar a presença do HPV nesses 

tumores (MILLS et al., 2017; NAUTA et al., 2018). Além disso, estudos mostram não 

existir uma correlação absoluta entre a presença do HPV e o acúmulo de p16 

(WENDT et al., 2013; ZARAVINOS, 2014). Portanto, aliada à expressão da proteína 

p16, ainda se faz necessário realizar a detecção de HPV transcricionalmente ativo 

nestes tumores. 
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1.5 RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL (EGFR) 
 
 
O EGFR (ou HER-1, ErbB1) é uma glicoproteína transmembranar (tirosina-quinase) 

de 170kDa, da família HER (ErbB). A família do EGFR é composta por 4 membros: 

EGFR (HER-1, ErbB1), ErbB2 (HER-2/neu),  ErbB3 (HER-3) e ErbB4 (HER-4). Com 

exceção de HER-2, todos os membros dessa família apresentam ligantes 

conhecidos. O EGFR apresenta 6 ligantes conhecidos: EGF (fator de crescimento 

epidermal), TGF-α (fator de crescimento transformante alfa), EGF ligado à heparina, 

betacelulina, anfiregulina e epiregulina (BYEON; KU; YANG, 2019; FREITAS, 2008; 

NYATI et al., 2006).  

Após ativação, esses receptores passam por homodimerização, heterodimerização 

com outros membros da família, ou até mesmo heterodimerização com outros 

receptores tirosina quinase (como MET ou IGF-1). Em seguida, ocorre uma 

transfosforilação nesses dímeros, que passam a transduzir sinais intracelulares. 

Quatro vias principais são afetadas com a ativação de EGFR: MAPK, relacionada à 

motilidade celular, ativação de expressão gênica e progressão do ciclo celular; 

PI3K/AKT/mTOR, relacionada à eventos como angiogênese, tumorigênese e 

inibição de apoptose; PLCγ/PKC, envolvida com transformação celular, 

diferenciação e apoptose; e a via JAK/STAT, relacionada à sobrevivência, 

proliferação e oncogênese. Desta forma, a ativação de EGFR interfere nos principais 

processos que levam à progressão de tumores malignos (BYEON; KU; YANG, 2019; 

FREITAS, 2008; NYATI et al., 2006; PERISANIDIS et al., 2013). 

Como alternativas de tratamento tendo como alvo terapêutico o EGFR, existem duas 

classes de inibidores: as drogas baseadas em anticorpos monoclonais e os 

inibidores de tirosina quinase. O cetuximabe, anticorpo monoclonal da classe IgG1 

anti-EGFR, foi a primeira terapia aprovada para o tratamento do câncer de cabeça e 

pescoço, sendo eficaz no tratamento de doença localmente ou regionalmente 

avançada e recorrente ou metastática. O mecanismo de ação do cetuximabe 

consiste na sua ligação ao domínio extracelular do EGFR, bloqueando a interação 

entre o ligante e o receptor, e desta forma não permitindo a dimerização do EGFR, 

sua ativação e todos os eventos que culminam na progressão do carcinoma 
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epidermoide de cabeça e pescoço (BYEON; KU; YANG, 2019; TABERNA; OLIVA; 

MESÍA, 2019) .  

O EGFR se encontra diferencialmente expresso em vários tipos de câncer. Alguns 

estudos em canceres de cabeça e pescoço mostram que EGFR é altamente 

expresso em tumores HPV-negativos, nos quais ocorre amplificação gênica. A 

fumaça do tabaco, um dos principais fatores de risco para o câncer de cabeça e 

pescoço, pode aumentar a produção de anfiregulina e TGF-α, dois ligantes já 

conhecidos do EGFR, o que resulta na ativação direta do receptor, com posterior 

ocorrência de todos os eventos relacionados à progressão tumoral e 

consequentemente, ao aumento da expressão de EGFR (BYEON; KU; YANG, 2019; 

CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2015). 

Já em tumores HPV-positivos podem ocorrer aberrações cromossômicas e mutação 

no gene do EGFR, ainda que em baixas taxas. Portanto, o esperado é que pacientes 

HPV-positivos tenham menor expressão de EGFR, e em contrapartida, que 

pacientes HPV-negativos expressem mais EGFR (BURTNESS; BAUMAN; 

GALLOWAY, 2013; LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018; CANCER 

GENOME ATLAS NETWORK, 2015). 

O estudo da expressão de EGFR em câncer de cabeça e pescoço se justifica não só 

pelo fato do principal tipo histológico desses tumores ser o carcinoma epidermoide, 

uma neoplasia de origem epitelial, mas o EGFR faz parte de uma rede regulatória 

existente no câncer de cabeça e pescoço (FENG et al., 2020). Observa-se uma 

superexpressão desse receptor em 34% a 80% dos casos. A superexpressão de 

EGFR tem sido significativamente associada com Sobrevida Global (SG) e 

Sobrevida livre de doença (SLD) reduzidas, resistência à radiação e ao tratamento 

quimioterápico, falha do tratamento local, recidivas em nódulos cervicais e aumento 

de metástases à distância, o que resulta em um pior prognóstico em pacientes com 

câncer de cabeça e pescoço (BECK et al., 2016; BYEON; KU; YANG, 2019; CHOI et 

al., 2016; COLOMBO; RAHAL, 2008; FREITAS, 2008; KUMAR et al., 2008). 

Desta forma, a adoção de uma avaliação prévia da expressão de EFGR no 

momento do diagnóstico poderia beneficiar pacientes com maior risco de 
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metástases, como os pacientes com doença local avançada, podendo trazer 

benefícios para a qualidade de vida do paciente.   

Além disso, adicionar biomarcadores de prognóstico e até mesmo a combinação, 

como já ocorre na estratificação feita no câncer de mama, pode refinar ainda mais a 

seleção dos pacientes, direcionar tratamentos, o que reflete na sobrevida e na 

qualidade de vida dos indivíduos. Portanto, este estudo objetiva avaliar a 

aplicabilidade da infecção por HPV de alto risco aliada a uma detecção com maior 

sensibilidade, onde casos falso HPV-negativo poderiam justificar casos em que a 

expressão de p16 não reflete a associação com HPV; e a aplicabilidade da 

expressão das proteínas p16 e EGFR como formas de melhorar a seleção e 

adequar a conduta clínica para os pacientes com CE oral e orofaríngeo. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Avaliar a aplicabilidade dos biomarcadores HR-HPV, p16 e EGFR como indicadores 

de prognóstico e resposta ao tratamento em CE oral e orofaríngeo. 

 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 

 Determinar a prevalência de CE oral e orofaríngeo associados a HR-HPV; 

 Avaliar a imuno-expressão de p16 e EGFR em CE oral e orofaríngeo; 

 Investigar a utilização da expressão de p16 como indicador da infecção pelo 

HPV em CE oral e orofaríngeo; 

 Verificar a correlação entre a expressão de EGFR e a infecção pelo HPV; 

 Investigar a aplicabilidade dos marcadores HR-HPV, EGFR e p16 como 

indicadores de prognóstico em CE oral e orofaríngeo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  
 
 
 

3.1 AMOSTRAGEM 
 

Amostras e dados clínicos foram provenientes de pacientes com carcinoma 

epidermoide de cavidade oral e orofaringe recrutados em dois estudos multicêntricos 

internacionais com desenho observacional longitudinal prospectivo e analítico: Study 

of Head and Neck Cancer in South America (InterCHANGE), coordenado pela 

International Agency for Research on Cancer (França), realizado em colaboração 

com o Hospital Santa Rita de Cássia e Hospital Universitário Cassiano Antônio de 

Moraes, Espírito Santo, Brasil; e Improving treatment selection using Predictive 

Classifiers of Treatment Response for Head and Neck Cancers and dysplasia 

(PREDICT), coordenado pela University Hospitals Coventry & Warwickshire, Reino 

Unido. Estes estudos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro 

Integrado de Atenção à Saúde - Processo 318/2011 e pelo NRES Committee West 

Midlands – Coventry & Warwickshire - EC.10.H1210.9, conforme Anexos A, B e C. 

Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para 

participarem desta pesquisa. A obtenção das amostras, tipo de amostra utilizado e 

seu destino quanto às técnicas adotadas está esquematizado na figura 6. 
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Figura 6. Tipos de amostra utilizados, origem e distribuição de acordo com cada técnica 
adotada. 

Como critérios de inclusão foram considerados: amostras provenientes de indivíduos 

de ambos os gêneros, grupos étnicos ou faixa etária, com diagnóstico conclusivo de 

CE oral e orofaríngeo primário; lâminas histopatológicas, material incluído em 

parafina em bom estado de conservação e amostras de tumores a fresco. Foram 

excluídos pacientes que realizaram tratamento antineoplásico prévio ou aqueles com 

seguimento clínico inferior a 24 meses. As variáveis clínicas analisadas foram: 

tamanho da lesão primaria (T); comprometimento linfonodal (N), confirmada 

microscopicamente; localização da lesão primaria.  

Os pacientes foram acompanhados por no mínimo 24 meses e no máximo 60 

meses. Após entrevista inicial, ao confirmar o diagnóstico, os pacientes foram 

acompanhados em 4 momentos: em um período entre 6 a 18 meses após a primeira 

entrevista (1); entre 6 a 18 meses após o primeiro seguimento (2); 30 meses após a 

entrevista inicial (3); e 60 meses após a entrevista inicial (4).  

Durante o seguimento, foram coletados dados sobre histórico de consumo de álcool 

e tabaco, dados referentes à progressão da doença, remissão, recidiva regional e à 
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distância, além de informações do estado vital do paciente. Foram considerados ex-

tabagistas e ex-etilistas indivíduos que não possuíam histórico de consumo de 

tabaco e álcool, respectivamente, por no mínimo 12 meses. Todos os dados 

referentes as características clínicas da doença e hábitos de vida do paciente foram 

obtidos por meio de entrevista, consulta médica ou busca ativa em prontuários.  

 
 
 
3.2 MICROARRANJO TECIDUAL (TISSUE MICROARRAY - TMA) 
 
 
Os microarranjos teciduais (do inglês Tissue microarray, TMA) foram preparados a 

partir de blocos de tecidos incluídos em parafina, como previamente descrito 

(PARSONS; GRABSCH, 2009).  

A construção dos TMAs de tecidos provenientes da cavidade oral foi realizada no 

The Nottingham Health Science Biobank, localizado no Reino Unido. As lâminas 

coradas em HE foram digitalizadas na plataforma Pannoramic digital slide scanner 

(3DHISTECH®, Budapeste, Hungria) e avaliadas pelo sistema de análise de 

imagens Pannoramic Viewer software (versão 1.15 3DHISTCH®, Budapeste, 

Hungria). Áreas de amostras de tecido representativas do tumor (fronte de invasão e 

porção mediana), displasia e epitélio adjacente ao tumor identificadas foram então 

selecionadas utilizando a ferramenta para confecção do TMA. 

Os blocos correspondentes às lâminas selecionadas, denominados blocos 

doadores, foram digitalizados pelo equipamento TMA Master II (3DHISTECH®, 

Budapeste, Hungria). As imagens geradas do escaneamento das lâminas, com as 

áreas previamente selecionadas para confecção do TMA, foram alinhadas às 

imagens fornecidas pelo escaneamento dos blocos. A partir do alinhamento entre as 

imagens das lâminas e de seus respectivos blocos, fragmentos cilíndricos de 0,6 mm 

foram obtidos dos blocos doadores e inseridos em um bloco inicialmente vazio, 

chamado bloco receptor. Esta transferência de tecidos de regiões selecionadas para 

o bloco receptor ocorreu de forma automatizada, em locais previamente definidos 

em uma matriz previamente construída, utilizando o equipamento TMA Master II. 

Para cada caso e região selecionada (epitélio adjacente ao tumor, displasia, fronte 

tumoral e porção mediana) as amostras foram alocadas em triplicata.  
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A construção dos TMAs contendo amostras de CE orofaríngeo foram realizadas no 

AC Camargo Cancer Center, São Paulo. Após seleção das áreas tumorais e 

marcação das áreas em lâminas de HE de forma manual, fragmentos cilíndricos de 

1,0 mm foram obtidos dos blocos doadores e inseridos em um bloco receptor. Esta 

transferência de tecidos de regiões selecionadas para o bloco receptor se deu de 

forma manual, utilizando o equipamento Manual Tissue Arrayer – MTA1 (Estigen 

ÖU, Tartu, Estônia). Para cada caso a ser analisado, as amostras foram dispostas 

em triplicata no bloco receptor. 

Posterior à construção dos TMAs, os blocos receptores foram seccionados em um 

micrótomo para a obtenção de cortes histológicos sequenciais de 3 μm de 

espessura, dispostos em lâminas polarizadas (StarFrost® Advanced Polycat, 

Braunschweig, Alemanha). 

Para a validação do uso de imuno-histoquímica em TMA foram utilizadas 10 lâminas 

convencionais contendo tecido tumoral de CE oral e orofaríngeo imunomarcadas 

com p16, 10 lâminas com EGFR e 10 lâminas submetidas à hibridização in situ nas 

quais as avaliações de expressão das proteínas e positividade para o HPV foram 

realizadas por dois patologistas de forma independente. Foi utilizada a análise de 

concordância Kappa para avaliar a concordância entre os observadores nos 

parâmetros analisados, sendo considerado aceitável um nível de concordância 

maior ou igual a 80%. Não houve diferença significativa entre as leituras realizadas. 

Em seguida, foi realizada a leitura dos mesmos casos no TMA e avaliada a 

concordância entre os dois observadores nos parâmetros analisados. Novamente 

não houve diferença significativa entre as leituras, conforme a análise de 

concordância Kappa. Por fim, a leitura feita em lâmina convencional foi comparara 

com o TMA, nos mesmos casos e utilizando as mesmas análises, não sendo 

observada diferença significativa entre as leituras efetuadas em lâminas 

convencionais e lâminas de TMA. Após validação do método, a utilização do TMA foi 

adotada pelas vantagens que possui em relação à uniformização das reações, 

economia de tempo empregado e otimização do uso de anticorpos, sondas, 

reagentes e tecidos. 
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3.3 DETECÇÃO DE HPV 
 
 

3.3.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
 
 
3.3.1.1 Extração de DNA e Avaliação da Viabilidade da Amostra 
 
 
Fragmentos de tecido tumoral foram obtidos por meio de biópsia ou de ressecção 

cirúrgica do tumor. Os fragmentos foram acondicionados em recipientes 

esterilizados, não se excedendo 30 minutos após a excisão, e armazenados em 

microtubos contendo RNAlater®. As amostras foram enviadas ao Laboratório de 

Patologia Molecular da UFES e os tecidos tumorais foram mantidos em temperatura 

de 2 a 8 ºC overnight. Após este período, o reagente foi drenado e o tecido 

armazenado à -80 ºC.  

O DNA genômico de CE oral e orofaríngeo congelado a -80 ºC foi obtido através da 

degradação mecânica de um fragmento do tecido, digestão com Proteinase K e 

Dodecil Sulfato de Sódio incubado à 60 ºC por 2 dias, seguido de extração com 

clorofórmio e fenol e precipitação com etanol. O material foi ressuspendido em Tris-

EDTA 

O DNA extraído foi submetido à PCR para amplificação de uma sequência 

correspondente ao gene da β-globina humana, com a finalidade de confirmar a 

qualidade do DNA. Foram utilizados controles negativos (água ultrapura para PCR) 

e positivos (amostra de DNA de sangue) da reação. As amostras amplificadas foram 

então analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com Gel Red® 

e, posteriormente, visualizados em transiluminador ultravioleta para gel de 

eletroforese e câmera fotográfica Gel Cam EPH-13 Polaroid (Polaroid Corporation, 

Minnesota, EUA) para verificação da presença de bandas e tamanho dos 

fragmentos. O tamanho esperado para o fragmento referente ao gene da β-globina 

foi de 509 pb. Somente as amostras com qualidade satisfatória, comprovada através 

da PCR para o gene da β-globina e visualizadas em gel de agarose, foram utilizadas 

na detecção do HPV. 
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3.3.1.2 PCR MY09/11 e nested PCR GP5+/6+ 
 
 
Foram utilizados os oligonucleotídeos consenso MY09/11 e GP5+/6+ (Invitrogen, 

Life Technologies) na realização da nested PCR, para amplificação de uma região 

conservada do genoma viral referente à L1, responsável pela produção das 

proteínas principais do capsídeo viral.  

Inicialmente, o DNA tumoral foi amplificado se utilizando o par de oligonucleotídeos 

MY09/11. As condições reacionais usadas foram: uma etapa de ativação da 

polimerase a 94 ºC por 7 minutos, seguido de 25 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 

45 segundos; anelamento à 56 ºC por 45 segundos; extensão à 72 ºC por 45 

segundos. Ao final do último ciclo, ocorreu a extensão final a 72 ºC por 7 minutos, 

que deu origem a fragmentos de 450 pb. O produto obtido desta reação foi 

submetido à amplificação utilizando o par de oligonucleotídeos GP5+/6+. As 

condições utilizadas nesta segunda reação foram: uma etapa de ativação da 

polimerase a 94 ºC por 7 minutos, seguido de 15 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 

45 segundos; anelamento à 46 ºC por 45 segundos; extensão à 72 ºC por 45 

segundos. Ao final do último ciclo, ocorreu a extensão final a 72 ºC por 7 minutos, 

originando fragmentos de 150 pb.  

Os produtos finais da nested PCR obtido após amplificação por MY09/11 e GP5+/6+ 

foram submetidos à eletroforese em gel de acrilamida 8% corados com nitrato de 

prata e, posteriormente, visualizados em transiluminador para gel de eletroforese e 

câmera fotográfica Gel Cam EPH-13 Polaroid (Polaroid Corporation, Minnesota, 

EUA) para verificação da presença ou não de bandas e tamanho dos fragmentos. 

Controles negativos (água ultrapura de PCR) e positivos (amostra de DNA 

conhecidamente positiva para HPV) da reação foram utilizados. 

 
 
 
3.3.1.3  PCR PGMY09/11 
 
 
Com a finalidade de validar e confirmar os dados obtidos com a amplificação por 

oligonucleotídeos degenerados, a amplificação por PCR utilizando o conjunto de 

oligonucleotídeos PGMY09/11 (Invitrogen, Life Technologies) foi realizada nas 
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amostras de DNA tumoral que já foram submetidas à PCR com os oligonucleotídeos 

MY09/11 e GP5+/6+. O conjunto de oligonucleotídeos PGMY09/11 consiste em uma 

mistura de 18 oligonucleotídeos, o que possibilita a amplificação de mais de 30 

subtipos de HPV: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 40, 45, 51, 52, 56, 59, 39, 42, 53, 54, 

55, 58, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, IS39, CP8304, CP6108, MM4, 

MM7, MM8. Já é descrito que o conjunto de oligonucleotídeos PGMY09/11 

apresenta maior sensibilidade em relação ao MY09/11, tendo sido desenvolvido para 

melhorar o consenso na literatura (GRAVITT et al., 2000). Todos os 

oligonucleotídeos são adicionados ao mesmo tempo, sendo submetidos a uma única 

reação de amplificação.  

As condições reacionais utilizadas foram: uma etapa de ativação da polimerase a 95 

ºC por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturação a 95 ºC por 1 minuto; 

anelamento à 57 ºC por 1 minuto; extensão à 72 ºC por 1 minuto. Ao final do último 

ciclo, ocorreu a extensão final a 72 ºC por 10 minutos. O produto final desta reação 

contém os fragmentos do DNA viral de 450 pb.  

Os produtos desta reação foram então submetidos à eletroforese em gel de agarose 

1,5%, corados com Gel Red® e, posteriormente, visualizados em transiluminador 

ultravioleta para gel de eletroforese e câmera fotográfica Gel Cam EPH-13 Polaroid 

(Polaroid Corporation, Minnesota, EUA) para confirmação da presença ou não de 

bandas e tamanho dos fragmentos. Controles negativos (água ultrapura de PCR) e 

positivos (amostra de DNA conhecidamente positiva para HPV) da reação foram 

utilizados. 

 

Tabela 2. Mistura para as PCR realizadas para detecção de HPV 

Reagentes da mistura para 
PCR 

Concentração/Volume = (25 µL reação) 

β-globina MY09/11 GP5+/6+ PGMY09/11 

DNTP 200mM 200mM 200mM 200mM 

MgCl2 (50 mM) 1,5mM 6mM 3,5mM 4 mM 

Oligonucleotídeos 50pmol 50pmol 50pmol 10pmol 

Taq Polimerase 1U 7,5U 7,5U 7,5U 

DNA (amostra) 5 µL 3 µL 3 µL 5 µL 

Tamanho de fragmento gerado 509pb 450pb 150pb 450pb 
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3.3.1.4 Sequenciamento 
 
 
Para validar os resultados positivos obtidos nas amplificações realizadas, os 

produtos de PCR foram purificados utilizando ExoSAP-IT PCR Clean-up Kit (GE 

Healthcare Life Sciences, Upsala, Sweden) e posteriormente sequenciados através 

de sequenciamento automático, utilizando BigDyer Terminator 3.1 Cycle Sequencing 

Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As amostras foram submetidas à 

eletroforese capilar no ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA). Todo o processo de sequenciamento foi realizado na Universidade 

de São Paulo, com a finalidade de se obter a sequência do DNA viral e assim 

conhecer o tipo de HPV envolvido na infeção.  

 
 
 
3.3.2 Hibridização in situ – RNA 
 
 
A técnica de hibridização in situ foi realizada para detecção de RNA mensageiro 

(RNAm) das oncoproteínas E6/E7 do HR-HPV utilizando os TMAs previamente 

preparados. Para execução da técnica foi utilizado o kit HR-HPV RNAscope® 

(Advanced Cell Diagnostics, Hayward, Califórnia, EUA) como previamente descrito 

(UKPO et al., 2011), conforme instruções do fabricante.  

Com a utilização da técnica RNAscope®, as sondas “duplo-Z”, que são duas sondas 

independentes, devem se hibridizar na sequência alvo e, apenas se as duas sondas 

se hibridizarem lado a lado, a amplificação do sinal pode ocorrer, através da adição 

de amplificadores à reação. A especificidade da reação se dá justamente pela baixa 

probabilidade das duas sondas independentes se hibridizarem lado a lado com um 

alvo não específico. Devido à alta especificidade e à amplificação do sinal, uma 

única molécula de RNAm é capaz de ser visualizada em lâmina. A sequência da 

reação pode ser visualizada na Figura 7. 
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Figura 7 Sequência de etapas para a hibridização in situ utilizando sondas de RNA. 
Adaptado de: ACD - Advanced Cell Diagnostics Inc. 

 

Neste experimento, secções de TMA com 4μm de espessura foram desparafinizadas 

em estufa a 60ºC por 1 hora, seguida de imersões sucessivas em xilol e etanol em 

diferentes concentrações. Em seguida, foram pré-tratadas por meio do bloqueio de 

peroxidase endógena à temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de lavagem 

em água destilada, recuperação antigênica com RNAscope® Target Retrieval em 

temperatura de 98 – 102 ºC por 15 minutos, com posterior resfriamento em água 

destilada e aplicação de Protease Plus® para bloqueio de proteínas a 40 ºC por 30 

minutos. Após, as lâminas foram lavadas em água destilada e em seguida foi 

realizada a hibridização com sondas sítio-específicas para os genes E6 e E7 de 7 

genótipos de HR-HPV (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -52 e -58). Foram utilizados como 

controle positivo e negativo da reação, respectivamente, sondas de Ubiquitina C 

(UBC, um gene endógeno constitutivamente expresso) e sondas DapB (gene 

bacteriano). Todas as lâminas foram incubadas em forno de hibridização por 2 horas 

a 40 ºC, seguida de aplicação de tampão de lavagem. A partir da ligação da sonda 

duplo Z, o sinal é amplificado através da adição de reagentes amplificadores (Amp1, 

Amp2, Amp 3, Amp 4, Amp 5 e Amp 6). Desta forma, foram aplicados: Amp 1, por 30 

minutos à 40 ºC; Amp 2, por 15 minutos à 40 ºC; Amp 3, por 30 minutos à 40 ºC; 
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Amp 4, por 15 minutos à 40 ºC; Amp 5, por 30 minutos à temperatura ambiente; e 

Amp 6, por 15 minutos à temperatura ambiente. Foi realizada a lavagem das lâminas 

ao final das aplicações de cada amplificador. Por fim, foi realizada a detecção dos 

sinais com os reagentes Brown-A® e Brown-B®, seguido de DAB, contra-coloração 

com hematoxilina de Gill e montagem a partir de incubação em sequências 

crescentes de etanol, imersão em xilol e finalmente aplicação de Entelan® e 

lamínula. 

 
 
 
3.4 IMUNO-HISTOQUÍMICA 
 
 
Para análise de expressão das proteínas EGFR e p16 em tumores da cavidade oral 

e análise da expressão de p16 em tumores da orofaringe, lâminas com TMA 

seccionadas com 4μm de espessura foram desparafinizadas com xilol e re-

hidratadas em concentrações graduais de álcool e posteriormente lavadas em água 

destilada. Para recuperação antigênica as lâminas foram incubadas em tampão 

citrato pH 6,0 sob pressão à temperatura de 121°C por 3 minutos (Pressure Cooker, 

Aptum Biologics - UK) e, em seguida, resfriadas à temperatura ambiente. Após 

lavagem em água deionizada, para bloqueio da peroxidase endógena, as lâminas 

foram incubadas em peróxido de hidrogênio 3% por 5 minutos. A seguir os 

espécimes foram lavados com tampão Tris-SDS (TBS) por 5 minutos, com posterior 

bloqueio de proteínas (Protein Block, Novolink™ – Novocastra™) por 5 minutos. 

Após lavagem com TBS por 5 minutos, as lâminas foram incubadas a 4°C overnight 

com os anticorpos primários: anti-EGFR humano (clone 528, Santa Cruz, diluição 

1:100) e anti-p16 humano (clone E6H4, Ventana Medical Systems, diluição 1:5). 

Após período de incubação com o anticorpo primário, as lâminas foram lavadas com 

TBS, incubadas com o anticorpo secundário (Post Primary, Novolink™ – 

Novocastra™) por 30 minutos e lavadas novamente por 5 minutos com TBS. 

Aplicou-se em seguida o polímero (Novolink™ Polymer - Novocastra™) e as lâminas 

foram incubadas novamente por 30 minutos e lavadas com TBS por 5 minutos após 

esta etapa. Aplicação de reagente cromógeno DAB (3,3-diaminobenzidina) foi 

realizada por 5 minutos. Finalmente, as lâminas foram contra-coradas com 
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hematoxilina de Harris (EasyPath®), recobertas com lamínula e montadas em meio 

de montagem (Entelan® - Merck Millipore). 

Controles negativos foram obtidos pela omissão dos anticorpos primários, que foram 

substituídos por PBS-BSA 1% e soro não imune de camundongo. Uma amostra de 

CE orofaríngeo com alta expressão de p16 foi utilizada como controle positivo de 

p16, e a marcação da camada basal de epitélio oral normal foi utilizada como 

controle positivo de EGFR.  

A expressão de p16 foi classificada como positiva na presença de coloração forte e 

difusa, tanto nuclear quanto citoplasmática; enquanto EGFR foi considerado apenas 

marcação membranar. Qualquer outro padrão de coloração foi classificado como 

negativo. Todas as amostras foram classificadas independentemente por dois 

patologistas e em caso de discordância, as lâminas foram revisadas e um consenso 

para a classificação foi obtido.  

A expressão de p16 e EGFR foi avaliada utilizando o H-Score, que consiste em uma 

análise semiquantitativa obtida pelo produto da intensidade de marcação (avaliadas 

em uma escala de 0 a 3) e a porcentagem de células tumorais coradas em cada 

nível de intensidade (0 a 100%). Portanto, os valores para o H-Score variam de 0 a 

300 (JORDAN et al., 2012).  

Para definir o cut-off utilizado para categorizar a alta e baixa expressão das 

proteínas estudadas, foi adotado, para a proteína p16, os valores estabelecidos por 

Jordan e colaboradores (2012). Esses autores utilizaram a curva ROC (Curva 

Característica de Operação do Receptor, do inglês Receiver Operating 

Characteristic Curve) para determinar sensibilidade e especificidade, onde para a 

intensidade de marcação o escore 2 representou o de maior sensibilidade, e para a 

porcentagem de células marcadas, 35% foi a porcentagem mais específica para 

detecção de HPV de alto risco. Então, foi escolhido o ponto de corte de 60 no H-

Score, que representou uma sensibilidade de 91,6% e especificidade de 90,4% para 

a detecção, comparando com o padrão ouro para a detecção do HPV, que é 

representado pela expressão de E6 e E7. Para a expressão de EGFR foi utilizado 

como ponto de corte o valor da mediana dos scores obtidos. 
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3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
 
Os testes de Qui-quadrado ou exato de Fisher e regressão logística múltipla foram 

utilizados para associar variáveis clinicopatológicas, fatores de risco e características 

prognósticas entre os grupos: HPV-positivos e HPV-negativos; alta e baixa 

expressão de EGFR; e alta e baixa expressão de p16.  

A correlação de Spearman foi utilizada para avaliar a existência de correlação entre 

expressão de p16 e infecção por HPV, bem como avaliar a força e direção dessa 

correlação. 

Sobrevida global e sobrevida livre de doença foram calculadas utilizando teste de 

Kaplan-Meier, com teste de Log-Rank para comparação das curvas geradas. Para 

análise da sobrevida global (SG) foram consideradas as datas do óbito versus a 

duração da sobrevida total. Para avaliação da sobrevida livre de doença (SLD) foram 

consideradas a data da recorrência versus a duração do acompanhamento livre de 

doença. Foram considerados “não censurados” para os cálculos da SG e SLD todos 

os casos em que o evento de interesse ocorreu (óbito, para a SG e recorrência, para 

a SLD). Os casos em que os eventos não ocorreram até a data da última informação 

objetiva do acompanhamento foram classificados como “censurados”. 

A análise estatística foi feita se utilizando o software SPSS (Statistic Package for 

Social Sciences) versão 20.0. Foi adotado nível de significância de 5%.  
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4 RESULTADOS 
 
 
Com as amostras de tecido tumoral parafinizado e congelado, foi possível realizar as 

técnicas de detecção de HPV e imuno-histoquímicas. Para que houvesse 

uniformidade nas análises e considerando que, embora haja proximidade anatômica, 

cavidade oral e orofaringe são sítios anatômicos completamente distintos, as 

análises foram realizadas separadamente.  

As amostras utilizadas no estudo foram predominantemente do sexo masculino, 

provenientes de pacientes com hábitos tabagistas e etilistas, com estadiamento 

clínico avançado. Quanto à imunohistoquímica, grande parte das amostras 

revelaram alta expressão de EGFR e ausência de expressão de p16.  

No grupo da cavidade oral originada de tecido parafinizado, as amostras do Brasil e 

do Reino Unido apresentaram algumas particularidades: quanto aos desfechos óbito 

e recidiva, as maiores porcentagens foram encontradas no Brasil, assim como 

tumores com maiores dimensões e o estadiamento clínico avançado. 

A caracterização das amostras de acordo com o tipo de amostra utilizado, 

localização geográfica e sítio anatômico estudado encontram-se detalhadas na 

tabela 3. 
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Tabela 3. Caracterização da amostra, de acordo com o tipo de amostra e o sítio anatômico estudados (continua). 

Variáveis 

Tecido Parafinizado (n=149)   Tecido Congelado (n=133) 

Cavidade oral   Orofaringe   Cavidade oral Orofaringe 

Brasil 
(n=57) 

Reino Unido 
(n=52) 

  
 Brasil 
(n=40) 

  Brasil (n=104)  Brasil (n=29) 

n % n %   n %   n % n % 

Sexo Masculino 49 85.96 36 69.23   37 92.50   81 77.88 28 96.55 

  Feminino 8 14.04 16 30.77   3 7.50   23 22.12 1 3.45 

                            

Tabagismo Sim 46 92.00 18 66.67   38 95.00   72 72.00 27 100.00 

  Não 4 8.00 9 33.33   2 5.00   28 28.00 0 0.00 

                            

Etilismo Sim 37 66.07 15 75.00   38 95.00   85 85.00 27 100.00 

  Não 19 33.93 5 25.00   2 5.00   15 15.00 0 0.00 

                            

Óbito Sim 35 61.40 18 35.29   28 70.00   18 69.23 8 50.00 

  Não 22 38.60 33 64.71   12 30.00   8 30.77 8 50.00 

                            

Recidiva Sim 24 42.11 11 21.57   7 17.50   12 50.00 4 25.00 

  Não 33 57.89 40 78.43   33 82.50   12 50.00 12 75.00 

                            

Tamanho do Tumor T1/T2 14 24.56 41 82.00   15 37.50   42 42.00 13 46.43 

  T3/T4 43 75.44 9 18.00   25 62.50   56 56.00 15 53.57 

                            

Metástase em Linfonodo N0 27 47.37 27 64.29   16 40.00   56 56.00 28 100.00 

  N+ 29 50.88 15 35.71   24 60.00   42 42.00 0 0.00 

                            

  5
2
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Tabela 3. Caracterização da amostra, de acordo com o tipo de amostra e o sítio anatômico estudados (continuação). 

Variáveis 

Tecido Parafinizado (n=149)   Tecido Congelado (n=133) 

Cavidade oral   Orofaringe   Cavidade oral Orofaringe 

Brasil 
(n=57) 

Reino Unido 
(n=52) 

  
 Brasil 
(n=40) 

  Brasil (n=104)  Brasil (n=29) 

n % n %   n %   n % n % 

Estadiamento Clínico I/II 9 15.79 27 61.36   8 20.00   33 33.33 7 25.00 

  III/IV 48 84.21 17 38.64   32 80.00   66 66.67 21 75.00 

                            

HPV statusa positivo 5 9.80 3 6.25   4 11.11   3 2.88 0 0.00 

  negativo 46 90.20 45 93.75   32 88.89   101 97.12 29 100.00 

                            

p16 ausência 28 58.33 32 68.09   23 65.71       

  baixa expressão 13 27.08 9 19.15   6 17.14       

  alta expressão 7 14.58 6 12.77   8 22.86       

                            

EGFR ausência 17 34.00 18 36.73           

  baixa expressão 9 18.00 11 22.45           

  alta expressão 24 48.00 20 40.82           

                            

Idade Mediana 58 64   55   59 58 

  Média 58.86 62.27   55.48   59.05 57.41 

  Desvio Padrão 11.92 13.09   10.61   12.40 7.47 
a Detecção por ISH-RNA em tecido parafinizado e detecção por PCR em tecido congelado. 

Algumas variáveis apresentam dados incompletos.  

 
 
 

  5
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4.1 DETECÇÃO DE HPV – REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 
 
 
DNA genômico de alto peso molecular extraído de 133 amostras de CE oral e 

orofaríngeo, armazenado a -80°C, foram analisados pela técnica de PCR. Os 

resultados da detecção por PCR foram obtidos por PCR utilizando os 

oligonucleotídeos MY09/11 seguido da nested GP5+/6+ e PCR utilizando uma 

mistura de oligonucleotídeos PGMY. Das 133 amostras analisadas, 3 foram 

positivas para o DNA de HPV, o que indica uma frequência de 2,25%. De acordo 

com o sequenciamento realizado, todas as amostras positivas apresentaram o HPV-

16. As amostras positivas eram provenientes da cavidade oral, 2 de indivíduos do 

sexo masculino e 1 do sexo feminino, maioria tabagista e etilista, todos com 

estadiamento avançado (III e IV). Como esses pacientes com tumores HPV-positivos 

eram perdidos de seguimento, não foi possível calcular SG e SLD. Não foi 

encontrada associação entre a infecção por HPV e as variáveis clínicas e fatores de 

risco nestes pacientes. Os dados provenientes das análises realizadas encontram-

se sumarizados na tabela 4.  
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Tabela 4. Associação entre a infecção por HPV e as variáveis clínicas e fatores de risco 
tabagismo e etilismo em carcinoma epidermóide oral e orofaríngeo. 

Variáveis Clínicas 
HPV status (n=133) 

p 
Negativo (%)   Positivo (%) 

Sexo Masculino 107 98.17   2 1.92 
0.452 

  Feminino 23 95.83   1 4.17 

  

Sítio Anatômico Cavidade Oral 101 97.12   3 2.88 
1.000 

  Orofaringe 29 100.00   0 0.00 

  

Tamanho do Tumor T1/T2 55 100.00   0 0.00 
0.256 

  T3/T4 68 95.77   3 4.23 

  

Metástase em Linfonodo N0 70 100.00   0 0.00 
0.085 

  N+ 53 94.64   3 5.36 

  

Estadiamento Clínico I/II 40 100.00   0 0.00 
0.551 

  III/IV 84 96.55   3 3.45 

  

Tabagismo Sim/Ex 97 97.98   2 2.02 
0.530 

  Não 27 96.43   1 3.57 

  

Etilismo Sim  110 98.21   2 1.79 
0.316 

  Não 14 93.33   1 6.67 

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, p < 0,05. 

Algumas variáveis apresentam dados incompletos.  

 

O resultado preliminar dessa análise, incluindo apenas tumores da cavidade oral 

(n=90), foi publicado em 2018 no periódico BMC Cancer e poderá ser visualizado 

com maiores detalhes no item 4.4.1 desta tese.  

 

 
 
4.2 DETECÇÃO DE HPV – HIBRIDIZAÇÃO IN SITU-RNA  
 
 

A hibridização in situ utilizando sondas de RNA para detecção de HPV foi realizada 

em 99 amostras de CE oral, com 8 tumores HPV-positivos, o que representa uma 

frequência de 8,08%. Já em CE orofaríngeo, das 40 amostras analisadas, 4 eram 

HPV-positivo, com frequência de 10%. Comparado ao resultado total à detecção de 
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HPV por PCR, em tumores da cavidade oral e orofaringe, a detecção aumentou em 

4x utilizando a ISH-RNA. 

Neste estudo, avaliando a associação entre as características clinicopatológicas, 

fatores de risco, expressão de p16 e EGFR e a presença do HPV, foi observada 

associação entre a expressão de p16 e a infecção por HPV em CE oral, indicando 

que pacientes com tumores HPV-negativo foram encontrados com maior frequência 

no grupo p16-negativo. Em orofaringe não foi possível ter esta constatação, já que 

foram encontrados 4 tumores HPV-positivo, com metade deles p16-positivo e a outra 

metade p16-negativo. Da mesma forma, a alta expressão de EGFR não foi capaz de 

predizer a ausência de infecção por HPV em tumores da cavidade oral, conforme 

hipotetizado neste estudo. Não houve associação entre as demais variáveis 

analisadas, conforme detalhado na Tabela 5. 

Para avaliar alguma possível influência entre hábitos tabagistas e etilistas e a 

expressão de EGFR e p16 em tumores HPV-negativos da cavidade oral, foi 

realizada uma análise complementar removendo as amostras HPV-positivas. Porém, 

não foi encontrada associação entre as variáveis analisadas. Os dados desta análise 

encontram-se na Tabela 6. 

Dados sobre a detecção de RNAm E6/E7 do HPV por ISH em CE oral (n = 99) foi 

submetido à revista Archives of Oral Biology, o que se encontra detalhado no item 

4.4.2 desta tese. 

Em 39 amostras tumorais foi possível executar as detecções de DNA de HPV por 

PCR e RNAm E6/E7 por ISH, sendo 24 provenientes de CE oral e 15 de CE 

orofaríngeo. Em cavidade oral, 2 amostras apresentaram resultado negativo na 

PCR, mas positivo na ISH; já em orofaringe, 1 amostra foi negativa utilizando a PCR, 

mas positiva na ISH. As demais foram negativas em ambas as técnicas.  

Seguindo as regras do novo Sistema TNM de Classificação das Neoplasias 

Malignas (AMIN et al., 2017), que adicionou o p16 como fator prognóstico para o 

câncer de orofaringe, foi realizada a análise de sobrevida neste estudo, porém não 

foram encontradas diferenças entre as curvas de sobrevida para pacientes com 

tumores p16 positivos x p16 negativos. Desta forma, e considerando os estudos que 

dizem que não há uma correlação absoluta entre a expressão de p16 e HPV, foi 
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realizada também a análise da SG e SLD com os pacientes cujas amostras foram 

submetidas à detecção de RNAm E6/E7 HPV por ISH para avaliar se os pacientes 

HPV-positivos apresentam melhor sobrevida que os pacientes HPV-negativos em 

orofaringe. O tempo médio de SG encontrado foi de 22,5 meses para os pacientes 

com tumores HPV-negativos e de 39,5 para os pacientes com tumores HPV-

positivos. Apesar de os pacientes HPV-positivos terem apresentado maior tempo 

médio de SG, essa diferença não foi significativa (p=0,340). O tempo médio de SLD 

encontrado foi de 44,4 meses para os pacientes HPV-negativos e 24,4 para os 

pacientes HPV-positivos, e não houve diferença entre os grupos (p=0,810). As 

curvas de SG e SLD relacionadas ao status HPV estão disponibilizadas na Figura 8. 
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Tabela 5. Detecção de RNAm E6/E7 HPV por Hibridização in situ em carcinoma epidermoide oral e orofaríngeo, e sua associação com as 
variáveis clínicas, fatores de risco e expressão de p16 e EGFR, avaliadas por sítio anatômico (continua). 

Variáveis clínicas  

RNAm E6/E7 HPV  
Cavidade Oral p 

RNAm E6/E7 HPV 
Orofaringe p 

Neg (%) Pos (%) Neg (%) Pos (%) 

Sexo Masculino 71 92.2 06 7.8 
1.000 

29 87.9 04 12.1 
1.000 

Feminino 20 90.9 02 9.1 03 100.0 0 0.0 

 
           

Idade Até 60 anos 49 94.2 03 5.8 
0.472 

23 92.0 02 8.0 
0.570 

Acima de 60 anos 42 89.4 05 10.6 09 81.8 02 18.2 

            
Sítio Anatômico Língua 66 91.7 06 8.3 

0.870 

- - - - 

 Assoalho 08 88.9 01 11.1 - - - - 

Cavidade oral SOE** 17 94.4 01 5.6     

Tonsila - - - - 

- 

12 92.3 01 7.7 

0.860 Base de língua  - - - - 12 85.7 02 14.3 

Palato mole  - - - - 08 88.9 01 11.1 

            
Tamanho do Tumor T1/2 47 90.4 05 9.6 

0.721 
10 90.9 01 9.1 

1.000 
T3/4 42 93.3 03 6.7 22 88.0 03 12.0 

 
           

Metástase linfonodal N0 45 91.8 04 8.2 
1.000 

22 95.7 01 4.3 
0.124 

N+ 36 90.0 04 10.0 10 76.9 03 23.1 

 
           

Estadiamento I/II 32 91.4 03 8.6 
1.000 

04 80.0 01 20.0 
0.466 

III/II 52 91.2 05 8.8 28 90.3 03 9.7 

 
           

Tabagismo Sim/Ex 58 90.6 06 9.4 
0.582 

31 91.2 03 8.8 
0.213 

Não 13 100.0 0 0.0 01 50.0 01 50.0 

 
           

Consumo de tabaco 

(incluindo não fumantes 
< 20/dia 35 89.7 04 10.3 

0.641 
28 87.5 04 12.5 

1.000 
≥ 20/dia 26 96.3 01 3.7 04 100.0 0 0.0 

 
           

  5
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Tabela 5. Detecção de RNAm E6/E7 HPV por Hibridização in situ em carcinoma epidermoide oral e orofaríngeo, e sua associação com as 
variáveis clínicas, fatores de risco e expressão de p16 e EGFR, avaliadas por sítio anatômico (continuação). 

Variáveis clínicas  

RNAm E6/E7 HPV   
Cavidade Oral p 

RNAm E6/E7 HPV  
Orofaringe p 

Neg (%) Pos (%) Neg (%) Pos (%) 

Etilismo Sim 42 89.4 05 10.6 
0.660 

31 91.2 03 8.8 
0.213 

Não 19 95.0 01 1.8 01 50.0 01 50.0 

 
           

p16 Baixa  75 94.9 04 5.1 
0.046* 

24 92.3 02 7.7 
0.268 

Alta 09 75.0 03 25.0 07 77.8 02 22.2 

 
           

EGFR Baixa  49 92.5 04 7.5 
1.000 

- - - - 
 

Alta 39 92.9 03 7.1 - - - - 

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher. *p < 0,05 
**SOE; sem outra especificação 
 

.  
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 Tabela 6. Associação entre expressão de p16 e EGFR com fatores de risco em carcinoma epidermoide da 
cavidade oral HPV-negativos. 

Variáveis 

HPV-Negativos (n=91) 

p16 
p 

EGFR 
p 

baixa (%)   alta (%) baixa (%)   alta  (%) 

Tabagismo Sim 46 88.46   6 11.54 
0.655 

35 62.50   21 37.50 
0.106 

  Não 11 84.62   2 15.38 4 33.33   8 66.67 

                            

Consumo de tabaco (incluindo 
não fumantes) 

≤ 20/dia 27 84.38   5 15.63 
0.686 

15 46.88   17 53.13 
0.191 

> 20/dia 21 91.30   2 8.70 17 65.38   9 34.62 

                            

Etilismo Sim  34 87.18   5 12.82 
0.306 

26 63.41   15 36.59 
0.559 

  Não 16 100.00   0 0.00 9 52.94   8 47.06 

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, p < 0,05. 

Algumas variáveis apresentam dados incompletos.  
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Figura 8. Sobrevida Global (A) e Sobrevida Livre de Doença (B) em 60 meses associada à infecção por HPV em orofaringe. Probabilidade de sobrevida 
acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os traços na curva representam dados censurados 

A 

 

B 

 

p-log Rank=0,340 

 

p-log Rank=0,810 
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Avaliando a correlação entre a expressão de p16 e a infecção por HPV em amostras 

de CE oral e orofaríngeo, foi observada a presença de correlação crescente e 

significativa entre p16 e HPV (p=0,007), o que indica que a correlação entre p16-

negativo e HPV-negativo existe, assim como entre p16-positivo e HPV-positivo. 

Porém foi detectada uma correlação fraca entre as duas variáveis (rs=0,239). 

Com base no estudo de Ang e Colaboradores (2010), os pacientes com CE 

orofaríngeo foram estratificados em grupos de risco, considerando o status HPV 

(RNAm E6/E7 HPV por ISH), número de cigarros consumidos por dia, tamanho do 

tumor e comprometimento linfonodal. Os grupos de risco propostos foram 

estratificados da seguinte forma:  

 Baixo risco:  

o Pacientes HPV-positivos, que consomem até 20 cigarros por dia 

(incluindo não fumantes); 

o Pacientes HPV-positivos, que consomem mais de 20 cigarros por dia, 

com N0-N2a; 

o Pacientes HPV-negativos, que consomem até 20 cigarros por dia 

(incluindo não fumantes), T1. 

 Risco intermediário:  

o Pacientes HPV-positivos, que consomem mais de 20 cigarros por dia, 

N2b-N3; 

o Pacientes HPV-negativos, que consomem até 20 cigarros por dia 

(incluindo não fumantes), T2-T3. 

 Alto risco: 

o Pacientes HPV-negativos, que consomem até 20 cigarros por dia 

(incluindo não fumantes), T4; 

o Pacientes HPV-negativos, que consomem mais de 20 cigarros por dia; 
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o Pacientes HPV-negativos, N2b-N3. 

Ao avaliar a SG, foi encontrado tempo médio de SG de 50,5 meses para o grupo 

baixo risco; 32,0 meses para o grupo risco intermediário e 20,9 meses para o grupo 

alto risco, sendo essa diferença entre os grupos significativa (p=0,028), o que indica 

que os pacientes de baixo risco têm melhor sobrevida do que os de risco 

intermediário, que por sua vez têm melhor sobrevida que os de alto risco. Na análise 

da SLD, o grupo de risco intermediário não apresentou o desfecho recidiva, então 

todos os casos foram censurados e não foi possível calcular o tempo médio de SLD, 

e a análise revelou que a diferença entre os grupos não foi significativa (p=0,177). 

Nesta análise, todos os pacientes com tumores HPV-positivos ficaram no grupo de 

baixo risco, pois não foi encontrada, no grupo de pacientes avaliados, a combinação 

de pacientes HPV-positivos que consumissem mais de 20 cigarros por dia, com 

metástase em linfonodo classificada em N2b-N3. Estes resultados podem ser 

visualizados na figura 9. 
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Figura 9. Sobrevida Global (A) e Sobrevida Livre de Doença (B) em 60 meses associada aos grupos de risco avaliados em orofaringe. 
Probabilidade de sobrevida acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os traços na curva representam dados censurados 

A 

 

B 

 

p log-rank=0,028* 

 

p log-rank=0,177 
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4.3 IMUNO-HISTOQUÍMICA 
 
 
Com a finalidade de tornar as análises mais uniformes, as 109 amostras de CE oral, 

submetidas a análise imuno-histoquímica das proteínas p16 e EGFR, foram 

analisadas separadamente das 40 amostras de CE orofaríngeo, nas quais foi 

realizada apenas a análise imuno-histoquímica da proteína p16. 

 
 
 
4.3.1 Expressão de p16 e EGFR em amostras provenientes da cavidade oral 
 
 
Das 109 amostras de CE oral submetidas à imuno-histoquímica, foram incluídas nas 

análises de expressão de p16 e EGFR, 95 e 99 amostras respectivamente, tendo 

sido excluídas as amostras que não apresentaram pelo menos 75% de área tumoral 

no campo de leitura. O grupo amostral avaliado continha amostras originadas do 

Brasil e do Reino Unido, e era composto predominantemente por homens, com 

tumores localizados na língua e estadiamento clínico avançado, consumidores de 

álcool e tabaco. Não foi encontrada associação entre as variáveis clínicas avaliadas 

ou fatores de risco e a expressão de p16. Quanto ao EGFR, foi encontrada 

associação entre a variável tamanho do tumor e a expressão do receptor, indicando 

que a alta expressão de EGFR foi observada em tumores avançados. Os dados 

clinicopatológicos, fatores de risco e suas associações com a expressão de p16 e 

EGFR se encontram sumarizados na Tabela 7. 
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A fim de se avaliar a influência do sexo, as análises foram refeitas conforme tabela 

8. No grupo do sexo masculino, foi encontrada associação entre a alta expressão de 

p16 e a ausência de metástase em linfonodos (p=0,017), assim como entre a baixa 

expressão de p16 e o estadiamento clínico avançado (p=0,008). No grupo do sexo 

feminino, houve associação entre a baixa expressão de p16 e tumores iniciais 

(p=0,026) e entre a baixa expressão de EGFR e os hábitos tabagistas (p=0,035).

Tabela 7. Análise imuno-histoquímica da expressão de p16 e EGFR em carcinoma 
epidermoide oral e sua associação com as variáveis clínicas e os fatores de risco tabagismo 
e etilismo. 

Variáveis clínicas  
Expressão de p16 

p 
Expressão de EGFR 

p 
Baixa (%) Alta (%) Baixa (%) Alta (%) 

Sexo Masculino 63 86.3 10 13.7 
0.726 

41 52.6 37 47.4 
0.325 

Feminino 20 90.9 2 9.1 14 66.7 7 33.3 

 
           

Sítio anatômico Língua 58 87.9 8 12.1 

0.882 

36 52.2 33 47.8 

0.398 Assoalho 9 90.0 1 10.0 8 80.0 2 20.0 

Outros 16 84.2 3 15.8 11 55.0 9 45.0 

 
           

Tamanho do 
tumor 

T1/2 42 85.7 7 14.3 
0.761 

33 66.0 17 34.0 
0.042* 

T3/4 40 88.9 5 11.1 21 44.7 26 55.3 

 
           

Metástase 
linfonodal 

N0 39 81.2 9 18.8 
0.213 

26 53.1 23 46.9 
0.831 

N+ 35 92.1 3 7.9 23 57.5 17 42.5 

 
           

Estadiamento 
clínico 

I/II 27 79.4 7 20.6 
0.199 

20 60.6 13 39.4 
0.392 

III/IV 51 91.1 5 8.9 30 50.8 29 49.2 

 
           

Tabagismo Sim/Ex 48 84.2 9 15.8 
1.000 

37 60.7 24 39.3 
0.114 

Não 11 84.6 2 15.4 4 33.3 8 66.7 

 
           

Consumo de 
tabaco (incluindo 
não fumantes) 

< 20/dia 30 81.1 7 18.9 
0.504 

16 43.2 21 56.8 
0.087 

> = 20/dia 23 88.5 3 11.5 19 65.5 10 34.5 

 
           

Etilismo Sim 38 84.4 7 15.6 
0.418 

30 63.8 17 36.2 
0.183 

Não 18 94.7 1 5.3 9 45.0 11 55.0 

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher. *p < 0,05 
Algumas variáveis apresentam dados incompletos. 
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Tabela 8. Associação por sexo entre expressão de p16 e EGFR com fatores prognósticos e fatores de risco em carcinoma epidermóide da cavidade oral. 

Variáveis 

Homens (n=85)   Mulheres (n=24) 

p16 
p 

EGFR p   p16 p EGFR p 

baixa (%)   alta (%) baixa (%)   alta  (%) 
 

  baixa (%)   Alta (%) 
 

baixa (%)   alta  (%) 
 

Tamanho do 
Tumor 

T1/T2 24 77.42   7 22.58 
0.088 

21 63.64   12 36.36 
0.109 

  18 100.00   0 0.00 
0.026* 

12 70.59   5 29.41 
0.574 

  T3/T4 38 92.68   3 7.32 19 44.19   24 55.81   2 50.00   2 50.00 2 50.00   2 50.00 

                                                      
Metástase em 

Linfonodo 
N0 28 75.68   9 24.32 

0.017* 
20 51.28   19 48.72 

0.817 
  11 100.00   0 0.00 

0.137 
6 60.00   4 40.00 

1.000 
  N+ 30 96.77   1 3.23 18 54.55   15 45.45   5 71.43   2 28.57 5 71.43   2 28.57 

                                                      
Estadiamento 

Clínico 
I/II 15 68.18   7 31.82 

0.008* 
14 63.64   8 36.36 

0.213 
  12 100.00   0 0.00 

0.147 
6 54.55   5 45.45 

0.633 
  III/IV 45 93.75   3 6.25 24 47.06   27 52.94   6 75.00   2 25.00 6 75.00   2 25.00 

                                                      

Tabagismo Sim 40 83.33   8 16.67 
0.235 

29 55.77   23 44.23 
0.651 

  8 88.89   1 11.11 
1.000 

8 88.89   1 11.11 
0.035* 

  Não 3 60.00   2 40.00 2 40.00   3 60.00   8 100.00   0 0.00 2 28.57   5 71.43 

                                                      
Consumo de 

tabaco 
(incluindo não 

fumantes) 

≤ 20/dia 20 74.07   7 25.93 

0.152 

12 42.86   16 57.14 

0.111 

  10 100.00   0 0.00 

0.231 

4 44.44   5 55.56 

1.000 
> 20/dia 21 91.30   2 8.70 17 65.38   9 34.62   2 66.67   1 33.33 2 66.67   1 33.33 

                                                      

Etilismo Sim  34 85.00   6 15.00 
1.000 

26 61.90   16 38.10 
0.062 

  4 80.00   1 20.00 
0.385 

4 80.00   1 20.00 
1.000 

  Não 10 90.91   1 9.09 4 30.77   9 69.23   8 100.00   0 0.00 5 71.43   2 28.57 

                                                      

Idade Mediana 59   65 

  Média 60.06   62.00 

  
Desvio 
Padrão 

12.20   13.88 

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, p < 0,05. 

Algumas variáveis apresentam dados incompletos.  
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Quanto à análise de sobrevida, a maioria dos pacientes analisados estava vivo até o 

ultimo acompanhamento e não apresentava recidiva. Para os pacientes incluídos na 

análise de expressão de p16, o tempo médio de seguimento foi de 35,7 meses (95% 

IC = 30,6 – 40,9), enquanto para os pacientes incluídos na análise de expressão de 

EGFR, o tempo médio de seguimento foi de 36,1 meses (95% IC = 31,0 – 41,1). Ao 

avaliar a SG relacionada ao EGFR, não houve diferença significativa entre baixa e 

alta expressão (p=0,968), tendo sido observado um tempo de sobrevida médio de 35 

meses tanto para os pacientes cujos tumores apresentaram baixa expressão do 

receptor quanto alta expressão. Já para a SLD, foi observado um tempo de 

sobrevida de 39,3 meses em pacientes com tumores com baixa expressão de 

EGFR, enquanto 33,1 meses foi o tempo médio para aqueles com tumores com alta 

expressão. No entanto, também não houve diferença significativa (Figura 10). 

Nossos resultados não nos permitiram confirmar a relação entre a alta expressão de 

EGFR e a menor sobrevida em pacientes com tumores da cavidade oral e, portanto, 

o EGFR não seria útil como biomarcador de  prognóstico nesses pacientes.  

A expressão de p16 também não mostrou relação com a SG (p=0,757) e a SLD 

(p=0,377), conforme pode ser observado na Figura 11, porém é possível observar 

uma queda acentuada no intervalo de 30 a 40 meses na curva da SLD em pacientes 

com alta expressão de p16, e que são todos HPV-negativos. 

 A fim de avaliar se há alguma diferença entre a localização geográfica e os 

desfechos avaliados, foi feita a análise de SG e SLD para o grupo de amostras do 

Reino Unido e do Brasil, separadamente, associadas à infecção por HPV, expressão 

de p16 e de EGFR. Não foram encontradas diferenças. Os gráficos de sobrevida 

podem ser visualizados na Figura 12 e Figura 13. 

A avaliação da expressão de EGFR e p16, para testar a aplicabilidade destes como 

biomarcadores de progressão, foi realizada nos segmentos epitélio adjacente, 

displasia e tumor, utilizados a fim de se estabelecer um modelo de progressão. Esta 

análise foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis, tendo sido utilizado o valor obtido pelo 

método de H-Score. O EGFR, que apresentou alta expressão em tumores 

localmente avançados, de acordo com a análise das médias, parece ter uma 

expressão crescente à medida em que é simulada uma progressão através dos 

segmentos epitélio adjacente – displasia – tumor. Porém, não houve relação 
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significativa entre a expressão de EGFR nos diferentes segmentos avaliados. Este 

mesmo comportamento foi observado na análise de expressão de p16 (Tabela 9). 

Portanto, não foi possível confirmar a aplicabilidade dos possíveis biomarcadores de 

progressão avaliados e, provavelmente, nem EGFR e nem p16 poderão ser 

utilizados como biomarcadores de progressão. Na figura 14, estão representadas as 

fotomicrografias dos segmentos analisados e a imunomarcação de EGFR e p16 em 

cada um deles, bem como pode ser visualizado em boxplot o resultado obtido nas 

análises da tabela 9. 
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Figura 10.  Sobrevida Global (A) e Sobrevida Livre de Doença (B) em 60 meses associada à expressão de EGFR em cavidade oral. Probabilidade 
de sobrevida acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os traços na curva representam dados censurados 
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p log-rank=0,968 p log-rank=0,302 
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Figura 11. Sobrevida Global (A) e Sobrevida Livre de Doença (B) em 60 meses associada à expressão de p16 em cavidade oral. 
Probabilidade de sobrevida acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os traços na curva representam dados censurados. 
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 Figura 12. Sobrevida Global em 60 meses associada à infecção por HPV (A, D), expressão de 
p16 (B, D) e expressão de EGFR (C, F) em CE da cavidade oral nas amostras do Brasil e do 
Reino Unido. Probabilidade de sobrevida acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os traços na 
curva representam dados censurados. 
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Figura 13. Sobrevida Livre de Doença em 60 meses associada à infecção por HPV (A, D), 
expressão de p16 (B, D) e expressão de EGFR (C, F) em CE da cavidade oral nas amostras do 
Brasil e do Reino Unido. Probabilidade de sobrevida acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os 
traços na curva representam dados censurados. 
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Tabela 9. Distribuição dos segmentos epitétio adjacente, displasia e tumor e 
comparação entre as médias de expressão. 

Marcadores/Segmentos Média Mediana 
Desvio 
Padrão 

Mínimo  Máximo p 

p16 adjacente 15,09 5,00 22,68 0,00 105,00 

0,165 

 
displasia 35,60 0,00 71,07 0,00 300,00 

 
tumor 33,71 0,00 81,10 0,00 300,00 

        EGFR adjacente 15,89 10,00 17,15 0,00 63,33 

0,176 

 
displasia 23,88 3,33 60,14 0,00 300,00 

  tumor 34,14 10,00 64,70 0,00 300,00 

Teste de Kruskal-Wallis 
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Figura 14. Fotomicrografias da imunomarcação de p16 e EGFR nos segmentos epitétio adjacente (A, D), displasia (B, E) e tumor (C, F), 
considerando as marcações nuclear e citoplasmática para p16 e marcação membranar para EGFR. Marcações referentes à baixa expressão 
de EGFR e p16 podem ser observadas em A e D, enquanto as referentes à alta expressão podem ser observadas em C e F. Comparação 
entre as médias de expressão, em boxplot, de acordo com os resultados obtidos com o teste de Kruskal-Wallis para a expressão de EGFR (G) 
e p16 (H). Aumento de 400x (A, B, C, D, E, e F). 
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4.3.2 Expressão de p16 em amostras provenientes de orofaringe 
 
 
A expressão de p16 foi analisada em 37 de 40 amostras de CE orofaríngeo 

submetidas à imuno-histoquímica. Neste grupo, a maioria dos casos foi composta 

por homens, com idade abaixo de 60 anos, apresentando tumores localizados em 

base de língua com tamanho avançado, ausência de metástase linfonodal, 

tabagistas e etilistas. A análise imuno-histoquímica da expressão da proteína p16 

em CE orofaríngeo não mostrou associação com as variáveis clínicas ou fatores de 

risco analisados. Foram então removidas das análises as 3 amostras de pacientes 

do sexo feminino, restando apenas os homens na análise. Ainda assim, não foi 

observada nenhuma associação, o que nos indica que as mulheres que faziam parte 

do grupo total não exerceram influência significativa nos resultados. Estas análises 

podem ser visualizadas na Tabela 10. 

Ao avaliar a SG associada à expressão da proteína p16, foi observado um tempo 

médio de 25,6 meses para os pacientes cujos tumores apresentaram baixa 

expressão e 30,4 meses para os pacientes com tumores com alta expressão de p16. 

Porém, não houve diferença significativa entre a SG de pacientes com baixa e com 

alta expressão (p=0,699). Na análise da SLD foi observado um tempo médio de 48,2 

meses para baixa expressão e de 19,5 meses para alta expressão, e ainda assim 

não foi observada diferença significativa entre a sobrevida de pacientes com baixa e 

com alta expressão da proteína p16 (p=0,168). As curvas de SG e SLD podem ser 

observadas na Figura 10. Porém, analisando os resultados não foi observada 

relação entre a alta expressão de p16 e melhor sobrevida de pacientes com tumores 

da orofaringe. No entanto, é importante lembrar que estudos prévios mostraram que 

não existe uma correlação absoluta entre a expressão de p16 e a infecção por HPV 

(NAUTA et al., 2018). 
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Tabela 10. Análise imuno-histoquímica da expressão de 16 em carcinoma epidermoide orofaríngeo e sua associação com as variáveis 
clínicas e os fatores de risco tabagismo e etilismo, em ambos os sexos e somente no sexo masculino. 

Variáveis 

Homens e Mulheres (n=37)   Homens (n=34) 

p16 
p 

  p16 

baixa (%)   alta (%)   baixa (%)   alta (%) 

Sexo Masculino 26 76.47   8 23.53 
1.000 

  − −   − − 
− 

  Feminino 2 66.67   1 33.33   − −   − − 

                              

Sítio Anatômico Tonsila 8 57.14   6 42.86 

0.087 

  8 61.54   5 38.46 

0.206   Base de língua 12 92.31   1 7.69   11 91.67   1 8.33 

  Palato mole 8 80.00   2 20.00   7 77.78   2 22.22 

                              

Tamanho do Tumor T1/T2 10 76.92   3 23.08 
1.000 

  10 76.92   3 23.08 
1.000 

  T3/T4 18 75.00   6 25.00   16 76.19   5 23.81 

                              

Metástase em Linfonodo N0 17 73.91   6 26.09 
1.000 

  15 75.00   5 25.00 
1.000 

  N+ 11 78.57   3 21.43   11 78.57   3 21.43 

                              

Estadiamento Clínico I/II 4 57.14   3 42.86 
0.327 

  4 57.14   3 42.86 
0.315 

  III/IV 24 80.00   6 20.00   22 81.48   5 18.52 

                              

Tabagismo Sim/Ex 27 77.14   8 22.86 
0.432 

  25 78.13   7 21.88 
0.421 

  Não 1 50.00   1 50.00   1 50.00   1 50.00 

                              

Consumo de tabaco 
(incluindo não fumantes) 

≤ 20/dia 25 75.76   8 24.24 
1.000 

  23 76.67   7 23.33 
1.000 

> 20/dia 3 75.00   1 25.00   3 75.00   1 25.00 

                              

Etilismo Sim  27 77.14   8 22.86 
0.432 

  25 78.13   7 21.88 
0.421 

  Não 1 50.00   1 50.00   1 50.00   1 50.00 

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, p < 0,05. 

Algumas variáveis apresentam dados incompletos.  
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Figura 15. Sobrevida Global (A) e Sobrevida Livre de Doença (B) em 60 meses associada à expressão de p16 em orofaringe. Probabilidade de 
sobrevida acumulada de acordo com Kaplan-Meier. Os traços na curva representam dados censurados 
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p log-rank=0,699 p log-rank=0,168 
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5 DISCUSSÃO 
 
 
5.1 DETECÇÃO DE HPV 
 
 
A detecção de HPV por hibridização in situ utilizando sondas de RNA realizada 

neste estudo e os dados gerados confirmam o que outros estudos já vêm 

mostrando, com maior frequência de infecção por HPV em CE orofaríngeo, quando 

comparado aos demais sítios da cabeça e pescoço, podendo variar até mesmo 

numa faixa de aproximadamente 50 a 80%, dependendo da população estudada e 

da região geográfica (CASTELLSAGUÉ et al., 2016; HAEGGBLOM et al., 2017; 

NAUTA et al., 2018). Porém, nas amostras utilizadas nesta pesquisa, a frequência 

de tumores HPV-positivos em orofaringe foi baixa, se aproximando da frequência em 

cavidade oral. Esta diferença pode estar relacionada ao perfil dos pacientes 

acometidos por estes tumores no Espírito Santo, caracterizado por indivíduos com 

idade mais avançada e alto consumo de tabaco e álcool, e descartando a atuação 

do HPV como fator de risco principal na oncogênese da orofaringe nestes pacientes.  

Um estudo comparativo no qual foram incluídos indivíduos com câncer de cavidade 

oral e orofaringe, provenientes do Brasil e da Alemanha revelou que, em países em 

desenvolvimento, como o Brasil, tem sido observado aumento na incidência do 

câncer oral e não de orofaringe, como observado em outros estudos (ANG et al., 

2010; CHATURVEDI et al., 2013), sendo o HPV associado ao câncer de cabeça e 

pescoço relativamente incomum na população brasileira, descrevendo uma 

frequência de 11% (HAUCK et al., 2015), o que está de acordo com os achados em 

orofaringe deste estudo, com frequência de 10%. 

As frequências encontradas neste estudo não foram muito distantes das que são 

comumente encontradas em indivíduos saudáveis. Além disso, as frequências de 

HPV encontradas em indivíduos saudáveis em cavidade oral e orofaringe também 

são bem próximas, o que sugere ainda mais que, neste estudo, o HPV não tem uma 

posição de destaque na carcinogênese em cavidade oral e orofaringe. Uma revisão 

sistemática e metanálise de Sturgis e colaboradores (2018) relatou uma prevalencia 

de HPV em cavidade oral em indivíduos saudáveis de 7,7%; Bettampadi e 
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colaboradores (2019) encontraram, em cavidade oral de indivíduos saudáveis, uma 

prevalência total de HPV de 8,7%, e HPV de alto risco o equivalente a 5,4%. Um 

estudo de Rieth e colaboradores (2018) encontrou uma frequência de HPV total em 

orofaringe de 4,9%, com 3,9% dos individuos portando HPV de alto risco. 

Em nosso estudo, foi possível verificar uma diferença na detecção entre as técnicas, 

comparando a deteção do RNAm E6/E7 HPV e a do DNA do HPV, decorrente de 

achados positivos no uso da ISH-RNA em amostras com ausência de DNA do HPV 

por PCR. Esta diferença indica maior sensibilidade da detecção de RNAm E6/E7 

HPV por ISH comparada à detecção de DNA HPV por PCR. Resultados similares já 

foram obtidos em estudos prévios, e podem estar relacionados a uma infecção por 

HPV biologicamente relevante, derivada de um vírus transcricionalmente ativo 

(SCHACHE, a G et al., 2013; UKPO et al., 2011; WANG, Fay et al., 2012; WANG, 

Hongwei et al., 2014). A técnica empregada, assim como o tipo de amostra a ser 

avaliada, tem grande influência na detecção do vírus, e quanto maior a sensibilidade 

da técnica e melhor a conservação das amostras a serem avaliadas, maior é a 

confiabilidade e o sucesso da técnica empregada. Para o estudo do HPV, a 

detecção de RNAm E6/E7 HPV indicam não somente a presença do HPV, mas se o 

vírus está transcricionalmente ativo. Portanto, é inegável a sensibilidade desta 

técnica para a detecção de um HPV atuante na carcinogênese viral, e por isso tem-

se esta detecção como padrão ouro.  

Ao estratificar os pacientes em grupos de risco, considerando fatores prognósticos já 

conhecidos e incluindo o HPV, e comparando os grupos de risco na SG e SLD, foi 

possível enquadrar todos os pacientes com tumores HPV-positivos no grupo de 

baixo risco, independente de tamanho de tumor, estadiamento ou metástase em 

linfonodo. A sobrevida destes pacientes se assemelha à sobrevida dos pacientes 

com tumores HPV-negativos com baixo consumo de tabaco e com tumores de 

tamanhos iniciais, pacientes estes que a literatura  já tem amplas evidências de que 

apresentam melhor sobrevida em comparação a pacientes com alta exposição diária 

ao tabaco, com tumores de tamanhos avançados e com metástase linfonodal. 

(HUBER; TANTIWONGKOSI, 2014; MAYNE et al., 2009). Isso sugere que, de 
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alguma forma a infecção por HPV biologicamente relevante exerce influência na 

sobrevida dos pacientes tanto quanto os fatores prognósticos já estabelecidos. 

 
 
 
5.2 IMUNO-HISTOQUÍMICA EM CAVIDADE ORAL E OROFARINGE 

 

 
Quanto às análises imuno-histoquímicas realizadas, a expressão da proteína p16 

não mostrou ser um bom biomacador de prognóstico em pacientes com CE oral. 

Sendo assim, justifica a não inclusão desse biomacador na análise de tumores de 

cavidade oral, como preconizado no novo estadiamento para a orofaringe (AMIN et 

al., 2017; BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2017). A ausência de 

relação entre a expressão de p16 em tumores da cavidade oral e a SG ou SLD 

também é relatada em outros estudos (PALVE et al., 2018; ZAFEREO et al., 2016).  

O predomínio da baixa expressão da proteína p16 nas amostras de CE oral 

avaliadas é mais um fator que pode sugerir que a maioria dos tumores avaliados não 

tem como principal fator causal o HPV. Neste estudo houve ausência de relação 

entre a expressão de p16 e a infecção por HPV em tumores cavidade oral, e outros 

estudos em CE oral mostram que existe uma porcentagem de tumores p16-positivos 

que não são HPV-positivos (LAI et al., 2017; SGARAMELLA et al., 2015; ZAFEREO 

et al., 2016), e possivelmente os principais fatores de risco para o desenvolvimento 

destes tumores são o consumo de tabaco e álcool. 

Ao dividir as análises por sexo, no grupo do sexo masculino, foi encontrada 

associação entre a alta expressão de p16 e a ausência de metástase em linfonodos 

e entre a baixa expressão de p16 e o estadiamento clínico avançado. No grupo do 

sexo feminino, houve associação entre a baixa expressão de p16 e tumores iniciais. 

Este comportamento pode ser explicado pela ação de supressão tumoral da proteína 

p16, para a qual a literatura relata a prevalência de baixa expressão de p16 em 

tumores da cavidade oral, além de relacionar a perda progressiva de p16 a tumores 

metastáticos (BABIKER et al., 2014).  
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Em tumores da orofaringe, não foi encontrada relação entre a expressão de p16 e os 

desfechos dos pacientes (óbito e recidiva), de forma contrária ao que preconiza o 

novo estadiamento. Desta forma, os pacientes p16-positivos das amostras deste 

estudo parecem não refletir o prognóstico esperado pelo novo estadiamento, 

possivelmente explicado pelo HPV não ser o principal fator de risco para o 

desenvolvimento dos tumores deste estudo e, desta forma, os tumores p16-positivos 

não são necessariamente HPV-positivos. A heterogeneidade geográfica também 

pode explicar este fato, já que estudos indicam que uma porcentagem pequena dos 

tumores de orofaringe no Brasil tem sido associada à infecção por HPV 

(ANANTHARAMAN et al., 2017). 

Ao reunir todos os pacientes do estudo, de cavidade oral e orofaringe, e refazer as 

análises, foi encontrada associação entre baixa expressão de p16 e pacientes HPV-

negativos. Com isso, é possível avaliar o uso de p16 como ferramenta de rastreio na 

rotina clínica, detectando pacientes que não sejam HPV-positivos para seguir o 

tratamento padrão. 

Nossos dados relacionados à expressão de EGFR em tumores da cavidade oral 

estão de acordo com outros estudos que confirmaram que a alta expressão de 

EGFR em tumores de cabeça e pescoço tem sido relacionadas a um pior 

prognóstico. Isto pode ser explicado porque a ativação de EGFR por seus ligantes 

leva a ativação de vias que favorecem a progressão tumoral, o que justifica a sua 

maior expressão principalmente em tumores mais avançados, que já apresentam 

maior proliferação celular (BURTNESS; BAUMAN; GALLOWAY, 2013; BYEON; KU; 

YANG, 2019; LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018).  

Ao dividir as amostras por sexo e reavaliar, no grupo do sexo feminino houve 

associação entre a baixa expressão EGFR e os hábitos tabagistas. Porém, este é 

um dado não condizente com os achados da literatura, que mostram haver alta 

expressão em pacientes tabagistas, e isto ocorre justamente porque o tabaco está 

relacionado a um dos ligantes do EGFR (BYEON; KU; YANG, 2019; CANCER 

GENOME ATLAS NETWORK, 2015). Portanto, seriam necessários maiores estudos 

para avaliar se existe de fato esta relação entre baixa expressão de EGFR e 
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consumo de tabaco em mulheres e se ela está relacionada a alguma via ainda não 

conhecida.  

Ao avaliar a relação entre o tamanho do tumor e a expressão de EGFR, 

consideramos válido testar um modelo de progressão a fim de comparar a 

expressão de EGFR em tecido normal, displásico e no carcinoma epidermoide 

propriamente dito. Porém, o modelo não mostrou que o EGFR possa ser utilizado 

como um biomarcador de progressão. 

Não foi possível confirmar a relação entre a alta expressão de EGFR e a menor 

sobrevida em pacientes com tumores da cavidade oral e, portanto, o EGFR não 

seria útil como biomarcador de prognóstico nesses pacientes. Estudos previamente 

publicados também não observaram relação entre a expressão de EGFR e a SG ou 

SLD, indicando que o EGFR não é um bom biomarcador de prognóstico em CE oral, 

e ainda, que não parece ser um biomarcador preditivo clinicamente útil em pacientes 

com câncer de cabeça e pescoço (COSTA, V. et al., 2018; PERISANIDIS et al., 

2013; SABA et al., 2019). Porém, a alta expressão de EGFR em tumores 

avançados, como a encontrada neste estudo, justifica a sua aplicação como alvo 

terapêutico, podendo o uso do cetuximabe beneficiar pacientes com doença 

localmente avançada. 

Estudos mostram que o cetuximabe, anticorpo monoclonal específico para EGFR 

utilizado em câncer de cabeça e pescoço, tem como principais efeitos a redução no 

crescimento de linhagens de células tumorais, além de favorecer a apoptose. 

Geralmente é utilizado com sucesso em terapia combinada. A inibição de EGFR 

feita pelo cetuximabe melhora a eficácia da radioterapia. Quando utilizada 

isoladamente em tumores recorrentes ou metastáticos, a taxa de resposta não 

excede 13%. Combinada à quimioterapia, tende a aumentar a sobrevida livre de 

progressão. Outro fato associado ao cetuximabe é a frequente resistência à 

medicação, que ocorre com o tempo (SABA et al., 2019; TABERNA; OLIVA; MESÍA, 

2019). Já é conhecida em câncer de pulmão a ocorrência de mutações de 

resistência envolvendo os exons 19 e 20 no gene do EGFR (NAGANO; 

TACHIHARA; NISHIMURA, 2018). Para câncer colorretal, para o qual o cetuximabe 

também é indicado, tem sido reconhecida a ocorrência de mutação em K-ras e B-raf, 
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efetores da via de sinalização do EGFR, com aplicação como marcadores 

genomicos para auxiliar na conduta terapeutica e indicar o uso ou não do 

cetuximabe no tratamento deste câncer. Para câncer de cabeça e pescoço, os 

mecanismos de resistência tem sido estudados(DA COSTA, Alexandre A B A et al., 

2018; EZE et al., 2019).  

Apesar da tendência do aumento na sobrevida livre de progressão quando utilizado 

anticorpo humanizado anti EGFR associado à quimioterapia, o estudo de Saba e 

colaboradores (2019) ressalta que esse benefício ocorreu de forma independente da 

expressão de p16 no tumor ou do status HPV, o que reforça também os achados do 

nosso estudo quanto a relação entre expressão de EGFR, expressão de p16 e 

status HPV. É relatado no estudo de Saba e colaboradores também que, apesar dos 

indicios da existência de uma relação inversa entre o status do HPV e a expressão 

do EGFR, não há evidências definitivas para direcionar o uso do cetuximabe com 

base no status HPV, assim como o constatado em nosso estudo, que não mostrou 

relação entre a expressão de EGFR e status HPV. 

Em câncer cervical, a relação entre EGFR, HPV e tabagismo tem sido estudada. No 

estudo de Munõz e colaboradores (2018) relata que as oncoproteínas do HPV estão 

relacionadas à componentes da fumaça do cigarro, e a superexpressão de E6 e E7 

mediada por esses componentes é dependente da fosforilação de EGFR, o que 

culmina na expressão aumentada deste receptor. Apesar de não termos encontrado 

relação entre EGFR e HPV em tumores da cavidade oral, nem mesmo a relação 

inversa esperada entre eles, as amostras tumorais com resultado HPV-positivos e 

com alta expressão de EGFR do nosso estudo foram originadas de pacientes 

tabagistas. 

 

5.3 ARTIGOS CIENTÍFICOS DERIVADOS DA TESE  

 
 
Manuscrito 1 - Frequency of HPV in oral squamous carcinoma  
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O manuscrito intitulado “Frequency of HPV in oral squamous carcinoma” foi aceito 

para publicação em 19 de março de 2018 no periódico BMC Cancer, Qualis A2 na 

área de Biotecnologia, conforme Figura 16. 

 

 

 

Figura 16. Comprovante de aceite do artigo “Frequency of HPV in oral squamous 
carcinoma” para publicação (A) e Classificação no Qualis Capes, na área de Biotecnologia 
(B). 
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Manuscrito 2 - Human Papillomavirus E6/E7 mRNA detection by in situ 
hybridization in oral cavity squamous cell carcinoma  
 
 

O manuscrito intitulado “Human Papillomavirus E6/E7 mRNA detection by in situ 

hybridization in oral cavity squamous cell carcinoma” foi submetido para avaliação ao 

periódico Archives of Oral Biology em 08 de janeiro de 2020, conforme figura 17, e 

aceito para publicação em 01 de maio de 2020. Na submissão, a classificação de 

acordo com o Qualis CAPES era B2 na área de Biotecnologia (Figura 17), e 

atualmente a classificação é A1 de acordo com o novo Qualis CAPES,  

 

 

Figura 17. Comprovante de submissão do artigo “Human Papillomavirus E6/E7 mRNA 

detection by in situ hybridization in oral cavity squamous cell carcinoma” para o periódico 

Archives of oral biology (A) e Classificação no Qualis Capes, na área de Biotecnologia (B). 
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6 CONCLUSÕES 
 
 
A partir das análises realizadas e resultados obtidos, foi possível concluir que: 

Neste estudo, o p16 não se mostrou um bom biomarcador de prognóstico ou 

progressão. Além disso, a expressão desta proteína não mostrou ser indicativa de 

infecção por HPV em CE oral, e desta forma não há evidências que justifiquem o 

uso do p16 como forma indireta de se detectar o HPV na cavidade oral. Porém, foi 

observada relação entre os pacientes com tumores p16-negativos e HPV-negativos, 

o que pode indicar que um paciente p16-negativo tem grandes chances de não 

apresentar infecção por HPV, podendo ser utilizado como uma importante 

ferramenta para rastreamento, uma vez que tem baixo custo e pode ser facilmente 

implantado na rotina clínica.  

O EGFR mostrou relação significativa entre tamanho do tumor e a sua expressão, o 

que poderia indicar sua aplicação como biomarcador de progressão. Porém, esta 

hipótese não foi confirmada ao comparar médias de expressão nos segmentos 

epitélio adjacente, displasia e tumor, o que leva a acreditar que EGFR não teria 

aplicação nem como biomarcador de prognóstico e nem como biomarcador de 

progressão. Porém, a relação entre tumores de maiores dimensões e alta expressão 

de EGFR confirma que o uso do EGFR como alvo terapêutico é justificável. A 

expressão de EGFR não mostrou relação com os tumores HPV-negativos da 

cavidade oral e, portanto, não pode ser utilizado para predizer ausência da infecção 

por HPV neste sítio anatômico. 

A hibridização in situ utilizando sondas de RNA E6/E7 parece ter maior sensibilidade 

que a PCR convencional. Os resultados desta pesquisa mostraram existir uma 

correlação fraca entre a expressão de p16 e a detecção de RNAm E6/E7 HPV por 

hibridização in situ. Isto indica que a utilização isolada da expressão do p16 para 

prever infecção por HPV pode não ser a melhor opção para a detecção do vírus e, 

por detectar HPV transcricionalmente ativo, a associação com a hibridização in situ 

utilizando sondas de RNA se torna uma opção mais precisa, já que nem sempre um 

paciente p16-positivo é um paciente HPV-positivo. 
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Adicionalmente, a frequência de HPV em CE oral ainda se manteve baixa, mesmo 

com a maior sensibilidade da técnica de ISH-RNA, o que pode indicar realmente que 

a cavidade oral é um sítio anatômico incomum para o HPV e que possivelmente 

essa infecção não seja um fator de risco determinante para o desenvolvimento do 

carcinoma epidermoide oral.  

Ao estratificar os pacientes com CE orofaríngeo em grupos de risco, considerando o 

status HPV, se observa que os pacientes com infecção por HPV responderam de 

forma semelhante aos pacientes com baixo consumo de tabaco, sendo todos 

incluídos no grupo de baixo risco. Porém, a baixa quantidade de pacientes HPV-

positivos em CE orofaríngeo limita melhor exploração destes resultados.  

A frequência em CE orofaríngeo também não foi tão expressiva quanto às 

frequências encontradas em vários outros estudos mundialmente, o que pode indicar 

que para os pacientes deste estudo, o HPV ainda não é fator causal predominante 

para o desenvolvimento do CE orofaríngeo, como é em outros países. No Brasil, os 

hábitos tabagista e etilista têm uma forte relação para a origem de CE oral e 

orofaríngeo.  
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7 PERSPECTIVAS 

 
 
Acreditamos que seja necessária a continuidade deste trabalho, com um estudo de 

sensibilidade e especificidade da hibridização in situ utilizando sondas de RNA, 

tendo como padrão a técnica que é considerada o padrão-ouro para a detecção de 

HPV, a RT-qPCR. Além disso, priorizar as análises com um grupo de pacientes 

HPV-positivos maior, para fidelizar os resultados do impacto da infecção na 

sobrevida dos pacientes e resposta ao tratamento radioquimioterápico. 

Assim, poderemos ter respostas quanto à sensibilidade e especificidade da detecção 

de HPV por ISH-RNA comparada à detecção por RT-qPCR, o que sustentaria a 

aplicação na rotina clínica associada à imuno-histoquímica do p16. A aplicação 

associada da detecção do HPV por ISH-RNA com a imunohistoquímica do p16 

resolveria o viés derivado da porcentagem de tumores p16-positivos que não são 

HPV-negativos, gerando resultados mais fidedignos e melhor rastreio pelos serviços 

de oncologia clínica, radioterapia e cirurgia de cabeça e pescoço. 
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