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RESUMO

ABREU, P.M. Infeccdo por Papilomavirus Humano e expressdo das proteinas
pl6é e EGFR como biomarcadores de progndéstico em carcinoma epidermoéide
oral e orofaringeo. 2020. 128f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Programa de
Pés-Graduagédo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

O carcinoma epidermoide (CE) oral e orofaringeo tem como principais fatores de
risco o consumo de tabaco, &lcool e a infec¢do pelo Papilomavirus Humano (HPV).
Estudos indicam que pacientes HPV-positivos apresentam resultados mais
favoraveis em relacdo a sobrevida e a resposta ao tratamento radioquimioterapico.
Em orofaringe, as diretrizes mundiais para a identificacdo e tratamento do cancer
preconizam que a proteina p16 é um importante indicador prognéstico, uma forma
indireta de se avaliar a infeccdo por HPV. Mas, estudos mostram que ndo ha uma
relacdo absoluta entre a expressdo da proteina e a presenca do virus. Ainda,
estudos indicam relacdo entre tumores HPV-negativos e a alta expressao do
Receptor do Fator de Crescimento Epidermal (EGFR), altamente expresso em CE
oral e orofaringeo e ja utilizado como alvo para imunoterapia. O objetivo deste
estudo foi avaliar a aplicabilidade dos biomarcadores HR-HPV (do inglés High Risk —
Human Papillomavirus), EGFR e p16 como indicadores de progndéstico e da resposta
ao tratamento em CE oral e orofaringeo. A presenca de pl6 e EGFR foi realizada
por imuno-deteccdo em laminas de microarranjos teciduais (TMA, do inglés Tissue
Microarray) contendo amostras tumorais de epitélio adjacente ao tumor, tecido
displasico e tecido tumoral. A deteccdo do DNA do HPV foi realizada através de
Polymerase Chain Reaction (PCR). A deteccdo do RNAm EG6/E7 do HPV foi
realizada através da Hibridizacdo in situ utilizando sondas de RNA (ISH-RNA). A
imuno-expressdo de pl6, EGFR e o status HPV foram associados as variaveis
clinico-patoldgicas e fatores de risco. Curvas de Sobrevida Global (SG) e Sobrevida
Livre de doenca (SLD) foram obtidas pelo método de Kaplan—Meier. Elevada
expressao de EGFR esteve relacionada com o maior tamanho do tumor em CE oral.
A frequéncia de HPV encontrada em CE oral e orofaringeo empregando PCR foi
2,25%. Com a técnica ISH-RNA, observou-se frequéncia de 8,08% em CE oral e
10% em CE orofaringeo. Foi encontrada relagéo entre pl6 e a presenca de RNAmM

E6/E7 em CE oral (p=0,046), mas ndo em CE orofaringeo. Observou-se correlagéo



crescente e significativa entre pl6 e HPV (p=0,007), porém foi detectada uma
correlagcdo fraca entre as duas variaveis (rs=0,239). Embora a presenca de HPV,
detectado por ISH-RNA, ndo tenha impactado diretamente na SG ou SLD, observou-
se que todos os pacientes HPV-positivos se enquadraram no grupo de baixo risco,
0sS quais tiveram as maiores taxas de SG (p=0,028). Em concluséo, pl6 e EGFR
podem nado ser bons biomarcadores de prognéstico ou progressdo. No entanto, a
expressdo de pl6 pode ser utilizada como uma importante ferramenta para
rastreamento na rotina clinica. ISH-RNA parece ter maior sensibilidade que a PCR
convencional e a correlacao fraca entre a expresséo de pl6 e a deteccdo de RNAmM
E6/E7 HPV por ISH leva a concluir que utilizar a expressao do pl6 isoladamente
pode ndo ser a melhor opcéo para prever a infec¢cdo por HPV. A baixa frequéncia
de HPV observada pode indicar que a cavidade oral € um sitio anatdmico incomum
para o HPV, nédo sendo determinante para o carcinogénese oral e que HPV ainda
ndo é fator causal predominante para a carcinogénese em orofaringe, como € em

outros paises, prevalecendo os habitos tabagistas e etilistas.

Palavras-chave: Papilomavirus humano. EGFR. pl6. Hibridizacdo in situ-RNA.

Carcinogénese 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 pl16 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, Espirito 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 plé 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 pl6, 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 pl6 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 pl6 expression and detection of E6 / E7 HPV RNA by
ISH leads to the conclusion that using pl6 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. pl16. In situ hybridization-RNA. HPV-

induced carcinogenesis.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O céancer €é considerado um problema de saude publica mundial, sendo o cancer de
cabeca e pescoc¢o 0 sexto mais prevalente no mundo. Para o ano de 2018, foram
estimados 447.751 novos casos de cancer de labio, cavidade oral e orofaringe, em
homens e mulheres, e 228.389 6bitos. O Brasil € um dos paises que apresentam as
maiores taxas de incidéncia 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 canceres de labio e cavidade oral (Figura 2), o estado do Espirito
Santo apresenta as taxas de incidéncia mais elevadas para homens comparado as
mulheres, equivalentes a 11,87 e 2,04 a cada 100 mil habitantes, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE; INCA, 2020).

ASR (World) per 100 000

259
B 36-5.9
| | 2.2-36

17-22 I Notapplicable
<17 No data

Figura 1. Taxas de incidéncia de cancer de labio, 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 histologico
mais frequente € 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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Homens Mulheres
_ 71187  —
11,18 - 19,92 - 3,43 - 5,89

9,21-11,17 R_EX':J 2,70-3,42

6,77 -9,20 2.01-2,69

385-6,76 1,27 - 2,00

Figura 2. Taxas de incidéncia de cancer de labio e cavidade oral no Brasil estimadas para
homens e mulheres em 2020, por 100 mil habitantes. Fonte: INCA, 2020.

O CE oral e orofaringeo tem como principais fatores de risco o tabagismo e o
etilismo. Isoladamente, a queima do tabaco libera nitrosaminas e hidrocarbonetos
policiclicos carcinogénicos genotoxicos, responsaveis pela alteracdo do perfil
molecular e pela inducdo de mutacdes nas células; ja o alcool atua como solvente e
facilita a exposicdo da mucosa a agentes carcinogénicos, levando a maior absor¢céo
das substancias presentes no tabaco, além de interferir na sintese e reparo do DNA
através da formacdo de adutos de DNA por seu principal metabdlito, o acetaldeido
(GALBIATTI et al, 2013; MINISTERIO DA SAUDE; INCA, 2020).
Concomitantemente, o consumo de 4&lcool e tabaco produz efeito sinérgico,
contribuindo para um aumento em 30 vezes do risco de carcinoma epidermoide em
cabeca e pescoco. Esse risco também pode variar conforme o tempo, quantidade e
frequéncia de exposicdo aos fatores de risco (GALBIATTI et al., 2013; MINISTERIO
DA SAUDE; INCA, 2020).

Além do alcool e tabaco, que ja séo fatores de risco bem estabelecidos, tem sido
também apontada a participacdo do Papilomavirus Humano (HPV) na
carcinogénese dos tumores de cabega e pescoco, principalmente no carcinoma
epidermoide de orofaringe (COMBES; FRANCESCHI, 2014; WESTRA, 2009;
ZARAVINOS, 2014). Apesar das hipoteses em relacdo a funcdo do HPV na génese

dos tumores de cabeca e pescoc¢o, ainda ndo estda bem estabelecida a participacéo
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do HPV no desenvolvimento dos tumores da cavidade oral, sendo que a maioria dos
estudos tem relacionado infeccdo por HPV com tumores de orofaringe. Ainda, os
mecanismos envolvidos na patogénese do cancer de cabeca e pescoco

relacionados ao HPV, principalmente em cavidade oral, ndo estdo bem esclarecidos.

A participacdo do HPV nos tumores de orofaringe tem sido sustentada pela hipotese
de que, nos ultimos anos, tem sido observada a redugdo no consumo de tabaco ndo
acompanhada de uma reducdo na incidéncia dos tumores de cabeca e pescoco.
Contrariamente, a incidéncia dos tumores de orofaringe nos ultimos 20 anos tem
aumentado, o que pode estar fortemente relacionado a infeccdo pelo HPV
(CHATURVEDI et al., 2013; OGUEJIOFOR et al., 2013). Além disso, o perfil dos
pacientes com tumores de cabeca e pescoco tem sofrido mudancas, sendo
diagnosticados em individuos mais jovens, do sexo masculino e sem historico de
tabagismo e etilismo. Esse perfil tem sido atribuido a infeccdo por HPV, e devido a
melhor resposta ao tratamento radioquimioterapico que estes pacientes tém
apresentado em comparagcdo com pacientes HPV-negativos, os tumores HPV-
positivos tem sido considerados uma entidade distinta, um subconjunto dentre os
tumores de cabeca e pescoco, com prognostico mais favoravel (BRAY; FERLAY;
SOERJOMATARAM, 2018; MINISTERIO DA SAUDE; 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
incidéncia de todos os céanceres atribuidos ao HPV em homens por cada continente
em 2012 (Figura 3) é bem proxima a incidéncia global de cancer em orofaringe em
2018 (Figura 4). Portanto, em homens, o HPV parece ser o principal fator de risco

para o cancer de orofaringe.
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» Américas » Oceania » Africa Asia = Europa

Figura 3. Incidéncia de cancer atribuida a infec¢édo por Papilomavirus humano (HPV) entre
homens e mulheres (A), entre homens (B), e entre mulheres (C) em 2012, de acordo com a
localizacdo geografica, segundo dados do Globocan.

» Américas » Oceania = Africa Asia = Europa

Figura 4. Estimativa de novos casos de cancer de orofaringe em homens, para 2018, de
acordo com a localizacéo geogréfica, segundo dados do Globocan.

A frequéncia da infeccdo por HPV em tumores da cavidade oral é variavel, no
mundo e no Brasil. Estudo realizado no Reino Unido revelou uma baixa frequéncia
de HPV, equivalente a menos de 2% da populagéo estudada (LOPES et al., 2011);
na india, foi publicado um estudo mostrando que a frequéncia 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 presenca do HPV em
5,9% dos tumores orais analisados.

No Brasil, diferentes estudos realizados mostraram variagcbes na frequéncia de
infeccdo pelo HPV: desde 19,2% em CE oral, a maioria referente ao HPV-16
(KAMINAGAKURA et al.,, 2012); frequéncia de 6,6%, com metade dos casos
positivos referentes ao HPV-16 (LOPEZ et al., 2014) e, até mesmo, auséncia de
HPV (SPINDULA-FILHO et al., 2011). Um estudo do nosso grupo, publicado em
2018, mostrou baixa frequéncia da infeccdo, equivalente a 3,03% dos tumores
avaliados (ABREU et al., 2018).

Para o CE orofaringeo, estudos mostram que ha, de forma geral, uma frequéncia de
HPV mais expressiva do que em CE oral. Uma revisdo sistematica, publicada por
Haeggblom e colaboradores (2017), mostrou prevaléncia total de 56% de HPV em
carcinoma epidermoide de base de lingua e tonsila. Na Espanha, estudo publicado
por Castellsagué et al.(2016) revelou frequéncia de 83% de HPV-16 em CE
orofaringeo, enquanto na Holanda, estudo publicado por Nauta e colaboradores
(2018) observaram 87,6% de casos HPV positivos em 388 pacientes com CE

orofaringeo avaliados, conforme tabela 1.



Tabela 1. Estudos de deteccdo de HPV em tumores da cavidade oral e orofaringe, populacao estudada, técnicas aplicadas e frequéncias de

HPV associadas a cada estudo.

Autor/Ano Sitio Anatémico Populacéo estudada Técnica Frequéncia
Abreu et al., 2018 Cavidade Oral Espirito Santo - Brasil PCR (MY09/11; GP5+/6+; PGMY09/11) 3.03%
Castellsagué et al., 2016 Cavidade Oral Varios paises - Estudo internacional ISH-DNA, IHC p16, PCR (SPF-10) 68,8%
Chakrobarty et al., 2014 Cavidade Oral india 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 S&o Paulo - Brasil PCR (GP5+/6+) 19,2%
Lingen et al., 2013 Cavidade Oral Estados Unidos RT-gPCR 5,9%
Lopes et al., 2011 Cavidade Oral Reino Unido PCR (GP5+/6+); gPCR; ISH-DNA <2%
Lépez et al., 2014 Cavidade Oral Sao Paulo, Goiés, Rio de Janeiro - Brasil PCR (PGMY09/11) 6,6%
Spindula-Filho et al., 2011 Cavidade Oral Goias, Brasil PCR (GP5+/6+) 0%
Castellsagué et al., 2016 Orofaringe Varios paises - Estudo internacional ISH-DNA, IHC p16, PCR (SPF-10) 83%
Haeggblom et al., 2017 Orofaringe Varios paises - Revisao Sistematica PCR, IHC p16, ISH, RT-gPCR 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%
Lépez et al., 2014 Orofaringe Sao Paulo, Goias, Rio de Janeiro - Brasil PCR (PGMY09/11) 6,6%
Nauta et al., 2018 Orofaringe Holanda PCR (GP5+/6+) 87,6%

9¢
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A variabilidade nas frequéncias deve ser atribuida também aos variados métodos de
deteccdo viral. Porém, quanto maior a sensibilidade do método utilizado, melhor a
deteccdo e maiores sao as possibilidades de uso do status HPV como biomarcador
de progndstico e resposta ao tratamento, o que favorece a estratificacdo dos

pacientes para uma melhor escolha das modalidades de tratamento disponiveis.

A deteccéo precoce do CE oral e orofaringeo, em estagios iniciais da tumorigénese,
proporciona maiores chances de cura. No entanto, a maioria dos casos €
diagnosticada em estagio avancado, o que dificulta as possibilidades de cura, com
queda na qualidade de vida do individuo. Isto pode explicar porque, mesmo com 0s
avancos nas modalidades de tratamento, a taxa de sobrevida ndo tem obtido
melhoras significativas nas ultimas décadas, mantendo-se entre 50-55%, em um
periodo de 5 anos (GALBIATTI et al., 2013; SAYANS et al., 2019; ZARAVINOS,
2014).

Além disso, a escolha terapéutica a ser adotada por muito tempo tem sido baseada
na classificacdo TNM do tumor e no sitio anatbmico acometido. Porém, pacientes
com mesmo estadiamento podem ndo responder como 0 esperado a um mesmo
tratamento. Isto possivelmente deve-se a fatores bioldgicos envolvidos, como as
variabilidades genéticas individuais, que podem influenciar na progressdo e
disseminacdo local da neoplasia. Com isso, estudos de biomarcadores de
prognéstico tumorais podem auxiliar na decisao terapéutica, com base na resposta

ao tratamento em pacientes com CE oral e orofaringeo.

1.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

O papilomavirus humano (HPV) € um virus da familia Papillomaviridae, grupo de
pequenos virus ndo envelopados, epiteliotrépicos, de simetria icosaédrica. O virion
do HPV tem cerca de 55 nm de diametro 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 sao divididos em trés regides:
regido precoce (composta pelos genes E1, E2, E4, E5, E6, E7), responsavel pela
codificacdo de proteinas necessarias para replicacdo viral e transcricdo; regiao
tardia (composta pelos genes L1 e L2) que codifica as proteinas estruturais do
capsideo; e uma regido reguladora (URR — Upstream Regulation Region), a qual
apresenta elementos necessarios para a replicagdo do DNA viral e regulacdo da
transcricdo (BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013; FERRAZ et al., 2012; MUNOZ, Nubia
et al., 2006).

Os genes E1 e E2 tém a funcdo de codificar proteinas essenciais para replicacéo do
DNA e controle da transcrigcdo génica viral, sendo os primeiros genes expressos. E1
tem funcéo especifica de replicacdo viral, com seu produto apresentando atividade
ATPase e DNA helicase e se ligando na origem de replicacdo do DNA viral, sendo
essencial para a replicacdo do virus; E2 é responsavel por codificar uma proteina
que age como fator regulador da transcricdo de E6 e E7; E4 é responsavel pela
alteracdo no citoesqueleto, maturacdo e liberacdo de novas particulas virais, sendo
expresso em estagios mais avancados da infeccdo; E5 estimula a proliferacdo e
transformacao celular através do aumento da transducéo de sinal intracelular, que
ocorre por meio de fatores de crescimento; E6 e E7 sdo responsaveis pela
amplificagdo do genoma viral, mecanismo dependente da expressao dos genes
anteriores. As regides L1 e L2 codificam, respectivamente, proteinas principais e
secundarias do capsideo nas etapas finais da replicacao viral (FERRAZ et al., 2012;
SIMONATO; MIYAHARA, 2007; SOUTO, 2005).

O potencial oncogénico do HPV é dependente do comportamento do genoma viral
na ceélula hospedeira. Assim, os tipos de HPV considerados de baixo risco
oncogénico mantém seu DNA em forma circular e epissomal, enquanto os de alto
risco oncogénico integram seu DNA ao genoma da célula hospedeira (FERRAZ et
al., 2012).

Cerca de 18 tipos de HPV sao classificados como de alto risco oncogénico: 16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 41, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82 (MUNOZ, Nubia et al.,
2006). Eles estéo relacionados ao desenvolvimento de tumores, como cancer de
colo do utero (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;
LOPEZ et al., 2014; MUNOZ, Nubia et al., 2006). Sendo assim, os fatores envolvidos
na carcinogénese estao relacionados a afinidade do HPV as células epiteliais e ao
seu potencial oncogénico (MARTIN-HERNAN et al., 2013).

As células alvo do HPV séo as ceélulas indiferenciadas proliferativas da camada
basal do epitélio escamoso. O virus penetra nessas células apds perda da solugéo
de continuidade do tecido, quando entdo se estabelece uma relagdo entre o ciclo
viral e a diferenciacéo da célula infectada (BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013).

O DNA na forma epissomal é responsavel apenas pela replicacdo viral. No ciclo
replicativo da infec¢do pelo HPV, ha um baixo niumero de copias do DNA viral na
forma epissomal e baixo nivel de expressédo de E6, E7, E1 e E2, suficientes apenas
para a manutencdo do genoma viral. A expressao dos genes do HPV é regulada e
dependente da diferenciacédo das células infectadas e sua migracéao no epitélio. Para
as particulas virais serem produzidas, ocorre a amplificacdo do genoma do HPV e
montagem das particulas nas camadas média e superior do epitélio. Os genes L1 e
L2 codificam proteinas do capsideo viral e sdo expressos nos grupos de células com
maior expressao de E4, responsavel 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, maturacéo e replicacdo viral. A montagem dos
virus e seu empacotamento ocorrem na camada superficial do epitélio de onde séo
liberadas as particulas virais completas sem que haja lise celular (FERRAZ et al.,
2012).

A carcinogénese induzida por HPV difere da carcinogénese induzida por tabaco e
alcool. Quando induzida por HPV, o desenvolvimento de neoplasias esta associado
a perda da regulacdo do ciclo celular, o que é frequentemente observado em
infeccdes persistentes por HPV de alto risco oncogénico, na qual é observada a
integracdo 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 regido 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 transcricdo dos oncogenes E6 e E7,

sendo esse controle perdido em decorréncia da clivagem, provocando um aumento
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da expressdo dessas proteinas. Ao final desse processo se observa o HPV
transcricionalmente ativo, o que caracteriza uma infecgdo por HPV biologicamente
relevante (SIMONATO; MIYAHARA, 2007; SOUTO, 2005). Os eventos decorrentes
da integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira podem ser visualizados na

Figura 5.

A acdo de E6 e E7 no ciclo celular € determinante para a carcinogénese viral, uma
vez que estimula a proliferagdo e transformacgao celular a partir da interferéncia no
ciclo celular (FERRAZ et al., 2012). A ativacdo da enzima telomerase, provocada por
E6, promove a imortalizacdo de queratindcitos, caracterizando importante evento na
carcinogénese (GUPTA; METGUD, 2013).

A participagdo do HPV na tumorigénese tem sido descrita mais detalhadamente na
patogénese dos tumores do colo de utero, nos quais a infeccdo persistente pelo
HPV de alto risco € responsavel pelo desenvolvimento da maior parte dos canceres,
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. Integracéo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira, aumento da expresséo das
oncoproteinas E6 e E7 e interferéncia nas fungfes de p53 e pRb. Adaptado de WOODMAN
et al, 2007; JANICEK; AVERETTE, 2001.

1.3 DETECCAO DE HPV

A deteccdo de HPV baseada em DNA foi utilizada durante muitos anos, através de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) convencional, nested PCR e hibridizac&o in
situ utilizando sondas de DNA. Porém, estas técnicas identificam apenas a presenca
do HPV no tecido e ndo sdo capazes de garantir a participacdo do virus na
carcinogénese da cavidade oral e orofaringe (SCHACHE, Andrew G et al., 2012;
UKPO et al., 2011).



32

A deteccao dos transcritos referentes as oncoproteinas E6 e E7, através de PCR em
tempo real (RT-qPCR) atualmente é o padréo ouro para a detec¢do do HPV, ja que
permite a deteccdo do RNAmM E6 e E7, e assim garante que o HPV ndo somente
esta presente no tumor, mas esta transcricionalmente ativo, caracterizando infec¢cao
biologicamente relevante, o que significa que o HPV esta participando ativamente na
carcinogénese desses tumores. Porém, essa técnica ndo preserva o contexto do
tecido, ou seja, é necessério a destruicdo do tecido para se ter acesso aos acidos
nucleicos (SCHACHE, a G et al., 2013; UKPO et al., 2011).

Desta forma, uma nova tecnologia com alta sensibilidade, baseada em hibridizacéo
in situ utilizando sondas de RNA (RNAscope®) foi desenvolvida. Esta técnica
permite a identificacdo de RNAmM de E6 e E7 através de reacdo em lamina,
utilizando tecido parafinizado que ja € bem estabelecido na rotina clinica. As leituras
das laminas podem ser realizadas por microscopia otica, preservando o contexto do
tecido e permitindo visualizar a localizacdo exata das oncoproteinas 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
Laboratério de Patologia Molecular da Universidade Federal do Espirito Santo.
Assim, este € o Unico laboratério da América Latina a executa-la e, portanto, € nesta
técnica que consiste o ineditismo deste trabalho.

Em tumores da cavidade oral e orofaringe, até 2017, ndo havia indicadores ou
marcadores prognésticos ou preditivos. Assim, a decisdo terapéutica era baseada
apenas no tamanho do tumor, presenca de metastase em linfonodos regionais ou
presenca de metastase a distancia, e ndo levando em conta fatores biolégicos
envolvidos. Com o novo estadiamento, os tumores da orofaringe foram classificados
em duas categorias: pl6-positivos e pl6-negativos e, desta forma, a expressao de
pl6 foi adotada como determinante progndéstico. Para os tumores da cavidade oral e
para os tumores de orofaringe pl6-negativos ou para os quais nao foi possivel
realizar a imuno-histoquimica do pl6, foram adotados para a classificacdo a
profundidade de invasdo do tumor (DOI, do inglés Deepth of Invasion) e o
extravasamento extranodal (ENE, do inglés Extranodal Extension). Com a

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

clinico e considera aspectos biolégicos do tumor.

1.4 PROTEINA p16

A progressao do ciclo celular a partir da fase G1 é regulada por ciclinas, através da
formacdo de complexos com proteinas quinase ciclina-dependentes (CDK). Esses
complexos ciclina-CDK tém a funcdo de regular a fosforilagdo de proteinas
relacionadas a progressao do ciclo celular. O gene P16INK4a codifica a proteina
pl6, a qual regula negativamente a progressdo do ciclo celular, atuando como
inibidor de CDK 4/6 e, desta forma, bloqueando a fosforilagdo da proteina do
retinoblastoma (pRB). A pRB, por sua vez, exerce efeito antiproliferativo por meio do
controle da transicdo entre as fases G1 e S do ciclo celular. Em sua forma ativa,
hipofosforilada, pRb esta ligada ao fator de transcricdo E2F, bloqueando sua acéo e
mantendo a célula na fase G1. Quando fosforilada, a pRB se torna inativa e libera o
fator E2F, o qual induz a progresséao do ciclo celular para a fase S (FERRAZ et al.,
2012; OGUEJIOFOR et al., 2013; PANNONE et al., 2012).

A oncoproteina viral E7 inibe a atividade da pRB por se ligar a esta proteina,
induzindo a liberacdo do fator E2F, desencadeando o processo de replicacdo do
DNA e aumentando a proliferacdo das células do epitélio infectado. O gene
CDKN2A, por sua vez, tem sua expressdo controlada por feedback negativo
exercido pela pRB. Assim, a inativacdo de pRB por E7 resulta no acumulo de pl16
nas células infectadas. A oncoproteina 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 responsavel por ativar genes envolvidos no
controle do ciclo celular, reparo do DNA e indugéo da morte celular por apoptose.
Desta forma, atua impedindo a progressao de células com danos genéticos no ciclo
celular, favorecendo mecanismos de reparo do DNA e, caso 0 reparo ndo seja

efetivo, ativando mecanismos que induzem a apoptose. O gene P16INK4a, cuja
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transcricdo € ativada por p53, realiza a parada do ciclo celular, conforme descrito
anteriormente. Assim, GADD45 pode entdo reparar o dano ao DNA e o gene BAX
induzir apoptose nas células cujo dano ao DNA foi irreversivel. A oncoproteina viral
E6 se liga a p53, promovendo sua degradacao proteassomal, causando instabilidade
cromossomal, imortalizacdo e proliferagdo anormal das células transformadas,
favorecendo assim o desenvolvimento tumoral. Além disso, a oncoproteina E6 €
capaz de degradar, em queratinécitos humanos, a proteina BAX, o que inibe a
apoptose (FERRAZ et al., 2012; PANNONE et al., 2012).

A classificacdo TNM de tumores malignos, sistema de estadiamento estabelecido
pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) e utilizado para determinar o
estadiamento clinico dos tumores de cabeca e pescoco e definir a terapéutica, vém
ganhando alguns indicadores de progndéstico, o que permite a estratificacdo de
grupos de pacientes. A classificacdo TNM de tumores malignos lancou sua 82 edi¢cao
em 2017 e incluiu no estadiamento dos tumores da orofaringe a expresséo de p16
como determinante progndstico, o que indicaria, de forma indireta, presenca de
infeccdo por HPV, uma vez que ha aumento da proteina pl6 detectada por imuno-
histoquimica. No entanto, o status do HPV por meio da proteina pl6 esta indicado
apenas para cancer de orofaringe e, portanto, ndo inclui tumores da cavidade oral ou
outros sitios da cabeca e pescoco (AMIN et al, 2017; BRIERLEY;
GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2017).

Neste contexto, € primordial considerar a sensibilidade e a especificidade da técnica
de imuno-histoquimica para avaliar a expressédo de p16 como indicador da presenca
de infeccao persistente por HPV. Assim, alguns estudos estimam que cerca de 20%
dos tumores positivos para o p16 possam nao ser positivos para o HPV e, talvez, a
avaliacdo da expressdo de pl6 possa ndo ser suficiente para detectar infeccdo por
HPV biologicamente relevante, ou mesmo confirmar a presenca do HPV nesses
tumores (MILLS et al., 2017; NAUTA et al., 2018). Além disso, estudos mostram n&o
existir uma correlacdo absoluta entre a presenca do HPV e o acumulo de pl6
(WENDT et al., 2013; ZARAVINOS, 2014). Portanto, aliada a expressao da proteina
pl6, ainda se faz necessario realizar a deteccdo 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 glicoproteina transmembranar (tirosina-quinase)
de 170kDa, da familia HER (ErbB). A familia do EGFR é composta por 4 membros:
EGFR (HER-1, ErbB1), ErbB2 (HER-2/neu), ErbB3 (HER-3) e ErbB4 (HER-4). Com
excecdo de HER-2, todos os membros dessa familia apresentam ligantes
conhecidos. O EGFR apresenta 6 ligantes conhecidos: EGF (fator de crescimento
epidermal), TGF-a (fator de crescimento transformante alfa), EGF ligado a heparina,
betacelulina, anfiregulina e epiregulina (BYEON; KU; YANG, 2019; FREITAS, 2008;
NYATI et al., 2006).

ApoOs ativacdo, esses receptores passam por homodimerizacdo, heterodimerizacéo
com outros membros da familia, ou até mesmo heterodimerizagcdo com outros
receptores tirosina quinase (como MET ou IGF-1). Em seguida, ocorre uma
transfosforilacdo nesses dimeros, que passam a transduzir sinais intracelulares.
Quatro vias principais sédo afetadas com a ativacdo de EGFR: MAPK, relacionada a
motilidade celular, ativacdo de expressdo génica e progressao do ciclo celular;
PISBK/AKT/mTOR, relacionada a eventos como angiogénese, tumorigénese e
inibicdo de apoptose; PLCy/PKC, envolvida com transformagcao celular,
diferenciacdo e apoptose; e a via JAK/STAT, relacionada a sobrevivéncia,
proliferacéo e oncogénese. Desta forma, a ativacdo de EGFR interfere nos principais
processos que levam a progressao de tumores malignos (BYEON; KU; YANG, 2019;
FREITAS, 2008; NYATI et al., 2006; PERISANIDIS et al., 2013).

Como alternativas de tratamento tendo como alvo terapéutico o EGFR, existem duas
classes de inibidores: as drogas baseadas em anticorpos monoclonais e 0s
inibidores de tirosina quinase. O cetuximabe, anticorpo monoclonal da classe IgG1
anti-EGFR, foi a primeira terapia aprovada para o tratamento do cancer de cabeca e
pescoco, sendo eficaz no tratamento de doenca localmente ou regionalmente
avancada e recorrente ou metastatica. O mecanismo de acdo do cetuximabe
consiste na sua ligacdo ao dominio extracelular do EGFR, bloqueando a interagéo
entre o ligante e o receptor, e desta forma n&do permitindo a dimerizacdo do EGFR,

sua ativacdo e todos os eventos que culminam na progressédo do carcinoma
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epidermoide de cabeca e pescoco (BYEON; KU; YANG, 2019; TABERNA; OLIVA,
MESIA, 2019) .

O EGFR se encontra diferencialmente expresso em varios tipos de cancer. Alguns
estudos em canceres de cabeca e pescoco mostram que EGFR é altamente
expresso em tumores HPV-negativos, nos quais ocorre amplificacdo génica. A
fumaca do tabaco, um dos principais fatores de risco para o cancer de cabeca e
pescoco, pode aumentar a producdo de anfiregulina e TGF-a, dois ligantes ja
conhecidos do EGFR, 0 que resulta na ativacdo direta do receptor, com posterior
ocorréncia de todos o0s eventos relacionados a progressdo tumoral e
consequentemente, ao aumento da expressao de EGFR (BYEON; KU; YANG, 2019;
CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2015).

Ja em tumores HPV-positivos podem ocorrer aberracdes cromossémicas e mutacao
no gene do EGFR, ainda que em baixas taxas. Portanto, o esperado € que pacientes
HPV-positivos tenham menor expressdo 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 expressao de EGFR em cancer de cabeca e pescoco se justifica ndo so
pelo fato do principal tipo histolégico desses tumores ser o carcinoma epidermoide,
uma neoplasia de origem epitelial, mas o EGFR faz parte de uma rede regulatoria
existente no cancer de cabeca e pescoco (FENG et al.,, 2020). Observa-se uma
superexpressao desse receptor em 34% a 80% dos casos. A superexpressao de
EGFR tem sido significativamente associada com Sobrevida Global (SG) e
Sobrevida livre de doenca (SLD) reduzidas, resisténcia a radiacdo e ao tratamento
guimioterapico, falha do tratamento local, recidivas em ndédulos cervicais e aumento
de metastases a distancia, o que resulta em um pior progndéstico em pacientes com
cancer de cabeca e pescoco (BECK et al., 2016; BYEON; KU; YANG, 2019; CHOI et
al., 2016; COLOMBO; RAHAL, 2008; FREITAS, 2008; KUMAR et al., 2008).

Desta forma, a adocdo de uma avaliagdo prévia da expressdo de EFGR no

momento do diagnostico poderia beneficiar pacientes com maior risco de
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metédstases, como o0s pacientes com doenca local avancada, podendo trazer
beneficios para a qualidade de vida do paciente.

Além disso, adicionar biomarcadores de progndéstico e até mesmo a combinacéo,
como ja ocorre na estratificacao feita no cancer de mama, pode refinar ainda mais a
selecdo dos pacientes, direcionar tratamentos, o que reflete na sobrevida e na
qualidade de vida dos individuos. Portanto, este estudo objetiva avaliar a
aplicabilidade da infec¢cdo por HPV de alto risco aliada a uma detecgcdo com maior
sensibilidade, onde casos falso HPV-negativo poderiam justificar casos em que a
expressdo de pl6é nao reflete a associacdo com HPV; e a aplicabilidade da
expressdo das proteinas pl6é e EGFR como formas de melhorar a selecdo e
adequar a conduta clinica para os pacientes com CE oral e orofaringeo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade dos biomarcadores HR-HPV, p16 e EGFR como indicadores

de progndstico e resposta ao tratamento em CE oral e orofaringeo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia de CE oral e orofaringeo associados a HR-HPV;
e Avaliar a imuno-expresséo de p1l6 e EGFR em CE oral e orofaringeo;

e Investigar a utilizacdo da expressdo de pl6 como indicador da infeccdo pelo

HPV em CE oral e orofaringeo;
o Verificar a correlagdo entre a expressao de EGFR e a infecgdo pelo HPV;

e Investigar a aplicabilidade dos marcadores HR-HPV, EGFR e pl6 como

indicadores de prognostico em CE oral e orofaringeo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

Amostras e dados clinicos foram provenientes de pacientes com carcinoma
epidermoide de cavidade oral e orofaringe recrutados em dois estudos multicéntricos
internacionais com desenho observacional longitudinal prospectivo e analitico: Study
of Head and Neck Cancer in South America (InterCHANGE), coordenado pela
International Agency for Research on Cancer (Franca), realizado em colaboragao
com o Hospital Santa Rita de Cassia e Hospital Universitario Cassiano Anténio de
Moraes, Espirito 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 Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Integrado de Atencdo a Saude - 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 obtencdo das amostras, tipo de amostra utilizado e

seu destino quanto as técnicas adotadas esta esquematizado na figura 6.
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Figura 6. Tipos de amostra utilizados, origem e distribuicdo de acordo com cada técnica
adotada.

Como critérios de inclusdo foram considerados: amostras provenientes de individuos
de ambos o0s géneros, grupos étnicos ou faixa etaria, com diagnéstico conclusivo de
CE oral e orofaringeo primario; laminas histopatolégicas, material incluido em
parafina em bom estado de conservagdo e amostras de tumores a fresco. Foram
excluidos pacientes que realizaram tratamento antineoplasico prévio ou aqueles com
seguimento clinico inferior a 24 meses. As variaveis clinicas analisadas foram:
tamanho da lesdo primaria (T); comprometimento linfonodal (N), confirmada

microscopicamente; localizagédo da lesao primaria.

Os pacientes foram acompanhados por no minimo 24 meses e no maximo 60
meses. ApoOs entrevista inicial, ao confirmar o diagndéstico, os pacientes foram
acompanhados em 4 momentos: em um periodo entre 6 a 18 meses apods a primeira
entrevista (1); entre 6 a 18 meses apos o primeiro seguimento (2); 30 meses apos a

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

Durante o seguimento, foram coletados dados sobre histérico de consumo de alcool

e tabaco, dados referentes a progressao da doenca, remissao, recidiva regional e a
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distancia, além de informacdes do estado vital do paciente. Foram considerados ex-
tabagistas e ex-etilistas individuos que ndo possuiam histérico de consumo de
tabaco e alcool, respectivamente, por no minimo 12 meses. Todos os dados
referentes as caracteristicas clinicas da doenca e habitos de vida do paciente foram

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

3.2 MICROARRANJO TECIDUAL (TISSUE MICROARRAY - TMA)

Os microarranjos teciduais (do inglés Tissue microarray, TMA) foram preparados a
partir de blocos de tecidos incluidos em parafina, como previamente descrito
(PARSONS; GRABSCH, 2009).

A construcdo dos TMAs de tecidos provenientes da cavidade oral foi realizada no
The Nottingham Health Science Biobank, localizado no Reino Unido. As laminas
coradas em HE foram digitalizadas na plataforma Pannoramic digital slide scanner
(3DHISTECH®, Budapeste, Hungria) e avaliadas pelo sistema de andlise de
imagens Pannoramic Viewer software (versdo 1.15 3DHISTCH®, Budapeste,
Hungria). Areas de amostras de tecido representativas do tumor (fronte de invaséo e
porcdo mediana), displasia e epitélio adjacente ao tumor identificadas foram entédo

selecionadas utilizando a ferramenta para confeccdo do TMA.

Os blocos correspondentes as laminas selecionadas, denominados blocos
doadores, foram digitalizados pelo equipamento TMA Master Il (3DHISTECH®,
Budapeste, Hungria). As imagens geradas do escaneamento das laminas, com as
areas previamente selecionadas para confeccdo do TMA, foram alinhadas as
imagens fornecidas pelo escaneamento dos blocos. A partir do alinhamento entre as
imagens das laminas e de seus respectivos blocos, fragmentos cilindricos de 0,6 mm
foram obtidos dos blocos doadores e inseridos em um bloco inicialmente vazio,
chamado bloco receptor. Esta transferéncia de tecidos de regifes selecionadas para
0 bloco receptor ocorreu de forma automatizada, em locais previamente definidos
em uma matriz previamente construida, utilizando o equipamento TMA Master II.
Para cada caso e regido selecionada (epitélio adjacente ao tumor, displasia, fronte

tumoral e por¢cdo mediana) as amostras foram alocadas em triplicata.
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A construcdo dos TMAs contendo amostras de CE orofaringeo foram realizadas no
AC Camargo Cancer Center, Sdo Paulo. ApOs selecdo das é&reas tumorais e
marcacao das areas em laminas de HE de forma manual, fragmentos cilindricos de
1,0 mm foram obtidos dos blocos doadores e inseridos em um bloco receptor. Esta
transferéncia de tecidos de regides selecionadas para o bloco receptor se deu de
forma manual, utilizando o equipamento Manual Tissue Arrayer — MTA1 (Estigen
OU, Tartu, Estbnia). Para cada caso a ser analisado, as amostras foram dispostas

em triplicata no bloco receptor.

Posterior a construcdo dos TMAs, os blocos receptores foram seccionados em um
microtomo para a obtencdo de cortes histolégicos sequenciais de 3 um de
espessura, dispostos em laminas polarizadas (StarFrost® Advanced Polycat,

Braunschweig, Alemanha).

Para a validacdo do uso de imuno-histoquimica em TMA foram utilizadas 10 laminas
convencionais contendo tecido tumoral de CE oral e orofaringeo imunomarcadas
com pl16, 10 laminas com EGFR e 10 laminas submetidas a hibridiza¢éo in situ nas
quais as avaliagcdes de expressao das proteinas e positividade para o HPV foram
realizadas por dois patologistas de forma independente. Foi utilizada a analise de
concordancia Kappa para avaliar a concordancia entre os observadores nos
parametros analisados, sendo considerado aceitdvel um nivel de concordancia
maior ou igual a 80%. Nao houve diferenca significativa entre as leituras realizadas.
Em seguida, foi realizada a leitura dos mesmos casos no TMA e avaliada a
concordancia entre os dois observadores nos parametros analisados. Novamente
ndo houve diferenca significativa entre as leituras, conforme a analise de
concordancia Kappa. Por fim, a leitura feita em lamina convencional foi comparara
com o TMA, nos mesmos casos e utilizando as mesmas andlises, ndo sendo
observada diferenca significativa entre as leituras efetuadas em laminas
convencionais e laminas de TMA. Apos validacdo do método, a utilizacdo do TMA foi
adotada pelas vantagens que possui em relacdo a uniformizacdo das reacdes,
economia de tempo empregado e otimizagdo do uso de anticorpos, sondas,

reagentes e tecidos.
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3.3 DETECCAO DE HPV

3.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.3.1.1 Extracdo de DNA e Avaliacao da Viabilidade da Amostra

Fragmentos de tecido tumoral foram obtidos por meio de bidpsia ou de ressec¢édo
cirdrgica do tumor. Os fragmentos foram acondicionados em recipientes
esterilizados, ndo se excedendo 30 minutos apds a excisdo, e armazenados em
microtubos contendo RNAlater®. As amostras foram enviadas ao Laboratério de
Patologia Molecular da UFES e os tecidos tumorais foram mantidos em temperatura
de 2 a 8 °C overnight. ApGs este periodo, o reagente foi drenado e o tecido

armazenado a -80 °C.

O DNA genbémico de CE oral e orofaringeo congelado a -80 °C foi obtido através da
degradagdo mecanica de um fragmento do tecido, digestdo com Proteinase K e
Dodecil Sulfato de Sddio incubado a 60 °C por 2 dias, seguido de extracdo com
cloroférmio e fenol e precipitacdo com etanol. O material foi ressuspendido em Tris-
EDTA

O DNA extraido foi submetido a PCR para amplificacdo de uma sequéncia
correspondente ao gene da [B-globina humana, com a finalidade de confirmar a
qualidade do DNA. Foram utilizados controles negativos (agua ultrapura para PCR)
e positivos (amostra de DNA de sangue) da reagcdo. As amostras amplificadas foram
entdo 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 camera fotografica Gel Cam EPH-13 Polaroid (Polaroid Corporation,
Minnesota, EUA) para verificacdo da presenca de bandas e tamanho dos
fragmentos. O tamanho esperado para o fragmento referente ao gene da B-globina
foi de 509 pb. Somente as amostras com qualidade satisfatoria, comprovada através
da PCR para o gene da B-globina e visualizadas em gel de agarose, foram utilizadas

na deteccdo do HPV.
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3.3.1.2 PCR MY09/11 e nested PCR GP5+/6+

Foram utilizados os oligonucleotideos consenso MY09/11 e GP5+/6+ (Invitrogen,
Life Technologies) na realizacdo da nested PCR, para amplificacdo de uma regiao
conservada do genoma viral referente a L1, responsavel pela producdo das
proteinas principais do capsideo viral.

Inicialmente, o DNA tumoral foi amplificado se utilizando o par de oligonucleotideos
MYQ09/11. As condicbes reacionais usadas foram: uma etapa de ativacdo da
polimerase a 94 °C por 7 minutos, seguido de 25 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por
45 segundos; anelamento a 56 °C por 45 segundos; extensdo a 72 °C por 45
segundos. Ao final do ultimo ciclo, ocorreu a extenséo final a 72 °C por 7 minutos,
que deu origem a fragmentos de 450 pb. O produto obtido desta reacdo foi
submetido a amplificacdo utilizando o par de oligonucleotideos GP5+/6+. As
condicbes utilizadas nesta segunda reacdo foram: uma etapa de ativacdo da
polimerase a 94 °C por 7 minutos, seguido de 15 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por
45 segundos; anelamento a 46 °C por 45 segundos; extensdo a 72 °C por 45
segundos. Ao final do ultimo ciclo, ocorreu a extensao final a 72 °C por 7 minutos,

originando fragmentos de 150 pb.

Os produtos finais da nested PCR obtido apés amplificacdo por MY09/11 e GP5+/6+
foram submetidos a eletroforese em gel de acrilamida 8% corados com nitrato de
prata e, posteriormente, visualizados em transiluminador para gel de eletroforese e
camera fotografica Gel Cam EPH-13 Polaroid (Polaroid Corporation, Minnesota,
EUA) para verificagdo da presenca ou ndao de bandas e tamanho dos fragmentos.
Controles negativos (agua ultrapura de PCR) e positivos (amostra de DNA

conhecidamente positiva para HPV) da reacédo foram utilizados.

3.3.1.3 PCR PGMY09/11

Com a finalidade de validar e confirmar os dados obtidos com a amplificagdo por
oligonucleotideos degenerados, a amplificagdo por PCR utilizando o conjunto de

oligonucleotideos PGMY09/11 (Invitrogen, Life Technologies) foi realizada nas
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amostras de DNA tumoral que j& foram submetidas a PCR com os oligonucleotideos
MY09/11 e GP5+/6+. O conjunto de oligonucleotideos PGMY09/11 consiste em uma
mistura de 18 oligonucleotideos, o que possibilita a amplificacdo 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, 1S39, CP8304, CP6108, MM4,
MM7, MM8. Ja é descrito que o conjunto de oligonucleotideos PGMY09/11
apresenta maior sensibilidade em relagcdo ao MY09/11, tendo sido desenvolvido para
melhorar o consenso na literatura (GRAVITT et al, 2000). Todos os
oligonucleotideos séo adicionados ao mesmo tempo, sendo submetidos a uma Unica

reacao de amplificacao.

As condic¢des reacionais utilizadas foram: uma etapa de ativagéo da polimerase a 95
°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de desnhaturacdo a 95 °C por 1 minuto;
anelamento a 57 °C por 1 minuto; extensdo a 72 °C por 1 minuto. Ao final do altimo
ciclo, ocorreu a extensao final a 72 °C por 10 minutos. O produto final desta reacéo
contém os fragmentos do DNA viral de 450 pb.

Os produtos desta reacdo foram entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5%, corados com Gel Red® e, posteriormente, visualizados em transiluminador
ultravioleta para gel de eletroforese e camera fotografica Gel Cam EPH-13 Polaroid
(Polaroid Corporation, Minnesota, EUA) para confirmacéo da presenca ou nao de
bandas e tamanho dos fragmentos. Controles negativos (dgua ultrapura de PCR) e
positivos (amostra de DNA conhecidamente positiva para HPV) da reacdo foram

utilizados.

Tabela 2. Mistura para as PCR realizadas para detec¢cdo de HPV
Reagentes da mistura para  Concentragdo/Volume = (25 pL reagao)
PCR B-globina MY09/11 GP5+/6+ PGMY09/11

DNTP 200mM 200mM 200mM 200mM

MgCI2 (50 mM) 1,5mM 6mM 3,5mM 4 mM
Oligonucleotideos 50pmol  50pmol  50pmol 10pmol

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

DNA (amostra) 5 pL 3 uL 3 uL 5puL

Tamanho de fragmento gerado  509pb 450pb 150pb 450pb
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3.3.1.4 Sequenciamento

Para validar os resultados positivos obtidos nas amplificacbes 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 automatico, utilizando BigDyer Terminator 3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As amostras foram submetidas a
eletroforese capilar no ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Todo o processo de sequenciamento foi realizado na Universidade
de Sao Paulo, com a finalidade de se obter a sequéncia do DNA viral e assim

conhecer o tipo de HPV envolvido na infecéo.

3.3.2 Hibridizagao in situ — RNA

A técnica de hibridizac&o in situ foi realizada para deteccdo de RNA mensageiro
(RNAm) das oncoproteinas E6/E7 do HR-HPV utilizando os TMAs previamente
preparados. Para execucdo da técnica foi utilizado o kit HR-HPV RNAscope®
(Advanced Cell Diagnostics, Hayward, Califérnia, EUA) como previamente descrito

(UKPO et al., 2011), conforme instru¢des do fabricante.

Com a utilizagao da técnica RNAscope®, as sondas “duplo-Z”, que sao duas sondas
independentes, devem se hibridizar na sequéncia alvo e, apenas se as duas sondas
se hibridizarem lado a lado, a amplificacdo do sinal pode ocorrer, através da adi¢cao
de amplificadores a reacdo. A especificidade da reacao se da justamente pela baixa
probabilidade das duas sondas independentes se hibridizarem lado a lado com um
alvo ndo especifico. Devido a alta especificidade e a amplificacdo do sinal, uma
anica molécula de RNAm é capaz de ser visualizada em lamina. A sequéncia da

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

Neste experimento, sec¢Oes de TMA com 4um de espessura foram desparafinizadas
em estufa a 60°C por 1 hora, seguida de imersdes sucessivas em xilol e etanol em
diferentes concentracbes. Em seguida, foram pré-tratadas por meio do bloqueio de
peroxidase enddgena a temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de lavagem
em &agua destilada, recuperacdo antigénica com RNAscope® Target Retrieval em
temperatura de 98 — 102 °C por 15 minutos, com posterior resfriamento em agua
destilada e aplicacdo de Protease Plus® para bloqueio de proteinas a 40 °C por 30
minutos. Apds, as laminas foram lavadas em &agua destilada e em seguida foi
realizada a hibridizacdo com sondas sitio-especificas para os genes E6 e E7 de 7
gendtipos de HR-HPV (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -52 e -58). Foram utilizados como
controle positivo e negativo da reacdo, respectivamente, sondas de Ubiquitina C
(UBC, um gene enddgeno constitutivamente expresso) e sondas DapB (gene
bacteriano). Todas as laminas foram incubadas em forno de hibridiza¢éo por 2 horas
a 40 °C, seguida de aplicacdo de tampéo de lavagem. A partir da ligacdo da sonda
duplo Z, o sinal é amplificado através da adigdo de reagentes amplificadores (Amp1,
Amp2, Amp 3, Amp 4, Amp 5 e Amp 6). Desta forma, foram aplicados: Amp 1, por 30
minutos a 40 °C; Amp 2, por 15 minutos a 40 °C; Amp 3, por 30 minutos a 40 °C;
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Amp 4, por 15 minutos a 40 °C; Amp 5, por 30 minutos a temperatura ambiente; e
Amp 6, por 15 minutos a temperatura ambiente. Foi realizada a lavagem das laminas
ao final das aplicacbes de cada amplificador. Por fim, foi realizada a deteccédo dos
sinais com os reagentes Brown-A® e Brown-B®, seguido de DAB, contra-coloracéo
com hematoxilina de Gill e montagem a partir de incubagdo em sequéncias
crescentes de etanol, imersdo em xilol e finalmente aplicacdo de Entelan® e

laminula.

3.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para analise de expressao das proteinas EGFR e p16 em tumores da cavidade oral
e andlise da expressdo de pl6 em tumores da orofaringe, laminas com TMA
seccionadas com 4um de espessura foram desparafinizadas com xilol e re-
hidratadas em concentracdes graduais de alcool e posteriormente lavadas em agua
destilada. Para recuperacdo antigénica as laminas foram incubadas em tampéo
citrato pH 6,0 sob presséo a temperatura de 121°C por 3 minutos (Pressure Cooker,
Aptum Biologics - UK) e, em seguida, resfriadas a temperatura ambiente. Apos
lavagem em agua deionizada, para bloqueio da peroxidase enddgena, as laminas
foram incubadas em peroxido de hidrogénio 3% por 5 minutos. A seguir 0S
espécimes foram lavados com tampéo Tris-SDS (TBS) por 5 minutos, com posterior
blogueio de proteinas (Protein Block, Novolink™ — Novocastra™) por 5 minutos.
Apés lavagem com TBS por 5 minutos, as laminas foram incubadas a 4°C overnight
com o0s anticorpos primarios: anti-EGFR humano (clone 528, Santa Cruz, diluicdo
1:100) e anti-p16 humano (clone E6H4, Ventana Medical Systems, diluicdo 1:5).
Apés periodo de incubagdo com o anticorpo primario, as laminas foram lavadas com
TBS, incubadas com o anticorpo secundario (Post Primary, Novolink™

Novocastra™) por 30 minutos e lavadas novamente por 5 minutos com TBS.
Aplicou-se em seguida o polimero (Novolink™ Polymer - Novocastra™) e as laminas
foram incubadas novamente por 30 minutos e lavadas com TBS por 5 minutos apos
esta etapa. Aplicacdo de reagente cromégeno DAB (3,3-diaminobenzidina) foi

realizada por 5 minutos. Finalmente, as laminas foram contra-coradas com
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hematoxilina de Harris (EasyPath®), recobertas com laminula e montadas em meio
de montagem (Entelan® - Merck Millipore).

Controles negativos foram obtidos pela omissdo dos anticorpos primarios, que foram
substituidos por PBS-BSA 1% e soro ndo imune de camundongo. Uma amostra de
CE orofaringeo com alta expressdo de p16 foi utilizada como controle positivo de
pl6, e a marcacdo da camada basal de epitélio oral normal foi utilizada como
controle positivo de EGFR.

A expressao de pl6 foi classificada como positiva na presenca de coloracao forte e
difusa, tanto nuclear quanto citoplasmatica; enquanto EGFR foi considerado apenas
marcacdo membranar. Qualquer outro padrdo de coloracdo foi classificado como
negativo. Todas as amostras foram classificadas independentemente por dois
patologistas e em caso de discordancia, as laminas foram revisadas e um consenso

para a classificacao foi obtido.

A expresséo de pl6 e EGFR foi avaliada utilizando o H-Score, que consiste em uma
andalise semiquantitativa obtida pelo produto da intensidade de marcacao (avaliadas
em uma escala de 0 a 3) e a porcentagem de células tumorais coradas em cada
nivel 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 expressao das
proteinas estudadas, foi adotado, para a proteina p16, os valores estabelecidos por
Jordan e colaboradores (2012). Esses autores utilizaram a curva ROC (Curva
Caracteristica de Operacdo do Receptor, do inglés Receiver Operating
Characteristic Curve) para determinar sensibilidade e especificidade, onde para a
intensidade de marcacao o escore 2 representou o de maior sensibilidade, e para a
porcentagem de células marcadas, 35% foi a porcentagem mais especifica para
deteccdo de HPV de alto risco. Entéo, 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 deteccdo, comparando com o padrdo ouro para a deteccdo do HPV, que é
representado pela expressao de E6 e E7. Para a expressao de EGFR foi utilizado

como ponto de corte o valor da mediana dos scores obtidos.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de Qui-quadrado ou exato de Fisher e regressao logistica multipla foram
utilizados para associar variaveis clinicopatoldgicas, fatores de risco e caracteristicas
prognoésticas entre os grupos: HPV-positivos e HPV-negativos; alta e baixa

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

A correlacdo de Spearman foi utilizada para avaliar a existéncia de correlacdo entre
expressdo de pl6 e infeccdo por HPV, bem como avaliar a for¢ca e direcdo dessa
correlacao.

Sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram calculadas utilizando teste de
Kaplan-Meier, com teste de Log-Rank para comparacdo das curvas geradas. Para
andlise da sobrevida global (SG) foram consideradas as datas do Obito versus a
duracao da sobrevida total. Para avaliagdo da sobrevida livre de doenga (SLD) foram
consideradas a data da recorréncia versus a duracdo do acompanhamento livre de
doencga. Foram considerados “ndo censurados” para os calculos da SG e SLD todos
0S casos em que o evento de interesse ocorreu (6bito, para a SG e recorréncia, para
a SLD). Os casos em que 0s eventos ndo ocorreram até a data da ultima informacéo

objetiva do acompanhamento foram classificados como “censurados”.

A andlise estatistica foi feita se utilizando o software SPSS (Statistic Package for

Social Sciences) versao 20.0. Foi adotado nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

Com as amostras de tecido tumoral parafinizado e congelado, foi possivel realizar as
técnicas de deteccdo de HPV e imuno-histoquimicas. Para que houvesse
uniformidade nas andlises e considerando que, embora haja proximidade anatémica,
cavidade oral e orofaringe sdo sitios anatdmicos completamente distintos, as

andlises foram realizadas separadamente.

As amostras utilizadas no estudo foram predominantemente do sexo masculino,
provenientes de pacientes com habitos tabagistas e etilistas, com estadiamento
clinico avancado. Quanto a imunohistoquimica, grande parte das amostras

revelaram alta expressao de EGFR e auséncia de expressao de pl6.

No grupo da cavidade oral originada de tecido parafinizado, as amostras do Brasil e
do Reino Unido apresentaram algumas particularidades: quanto aos desfechos ébito
e recidiva, as maiores porcentagens foram encontradas no Brasil, assim como

tumores com maiores dimensdes e o estadiamento clinico avancado.

A caracterizacdo das amostras de acordo com o tipo de amostra utilizado,
localizacdo geografica e sitio anatdmico estudado encontram-se detalhadas na
tabela 3.



Tabela 3. Caracterizacdo da amostra,

de acordo com o tipo de amostra e o sitio anatébmico estudados (continua).

Tecido Parafinizado (n=149)

Tecido Congelado (n=133)

Cavidade oral Orofaringe Cavidade oral  Orofaringe
Variaveis Brasil Reino Unido Brasil I qoe
(n=57) (n=52) (n=40) Brasil (n=104) Brasil (n=29)
n % n % n % n % n %
Sexo Masculino 49 85.96 36 69.23 37 9250 81 77.88 28 96.55
Feminino 8 14.04 16 30.77 3 7.50 23 2212 1 3.45
Tabagismo Sim 46 92.00 18 66.67 38 95.00 72 72.00 27 100.00
Nao 4 8.00 9 33.33 2 5.00 28 28.00 O 0.00
Etilismo Sim 37 66.07 15 75.00 38 95.00 85 85.00 27 100.00
N&o 19 33.93 5 25.00 2 5.00 15 1500 O 0.00
Obito Sim 35 61.40 18 35.29 28 70.00 18 69.23 8 50.00
Nao 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
N&o 33 57.89 40 78.43 33 8250 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
Metastase em Linfonodo NO 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 4200 O 0.00

[AS]



Tabela 3. Caracterizacdo da amostra, de acordo com o tipo de amostra e o sitio anatdmico estudados (continuagao).

Tecido Parafinizado (n=149)

Tecido Congelado (n=133)

Cavidade oral Orofaringe Cavidade oral ~ Orofaringe
Variaveis Brasil Reino Unido Brasil T .
(n=57) (n=52) (n=40) Brasil (n=104) Brasil (n=29)
n % n % n % n % n %
Estadiamento Clinico /I 9 15.79 27 61.36 8 20.00 33 3333 7 25.00
/v 48 84.21 17 38.64 32 80.00 66 66.67 21  75.00
HPV status? positivo 5 9.80 3 6.25 4 1111 3 2.88 0 0.00
negativo 46 90.20 45 93.75 32 88.89 101 97.12 29 100.00
pl6 auséncia 28 5833 32 68.09 23 65.71
baixa expresséo 13 27.08 9 19.15 6 17.14
alta expresséo 7 14.58 6 12.77 8 22.86
EGFR auséncia 17 3400 18 36.73
baixa expressao 9 18.00 11 22.45
alta expressao 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 Padréo 11.92 13.09 10.61 12.40 7.47

aDeteccao por ISH-RNA em tecido parafinizado e deteccdo por PCR em tecido congelado.
Algumas variaveis apresentam dados incompletos.

€g
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4.1 DETECCAO DE HPV — REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

DNA gendmico de alto peso molecular extraido de 133 amostras de CE oral e
orofaringeo, armazenado a -80°C, foram analisados pela técnica de PCR. Os
resultados da deteccdo por PCR foram obtidos por PCR utilizando os
oligonucleotideos MY09/11 seguido da nested GP5+/6+ e PCR utilizando uma
mistura de oligonucleotideos PGMY. Das 133 amostras analisadas, 3 foram
positivas para o DNA de HPV, o que indica uma frequéncia 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 individuos do
sexo masculino e 1 do sexo feminino, maioria tabagista e etilista, todos com
estadiamento avancado (Il e 1V). Como esses pacientes com tumores HPV-positivos
eram perdidos de seguimento, ndo foi possivel calcular SG e SLD. N&ao foi
encontrada associagao entre a infeccao por HPV e as variaveis clinicas e fatores de
risco nestes pacientes. Os dados provenientes das analises realizadas encontram-

se sumarizados na tabela 4.
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Tabela 4. Associagdo entre a infec¢do por HPV e as variaveis clinicas e fatores de risco
tabagismo e etilismo em carcinoma epidermdide oral e orofaringeo.

HPV status (n=133)

Variaveis Clinicas : — p
Negativo (%) Positivo (%)
Sexo Masculino 107 98.17 2 1.92
. 0.452
Feminino 23 95.83 1 417
Sitio Anatdbmico 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 3 423
Metastase em Linfonodo NO 70 100.00 0 0.00 0.085
N+ 53 94.64 3 536
Estadiamento Clinico /1l 40 100.00 0 0.00 0.551
nnv 84 96.55 3 345
Tabagismo Sim/Ex 97 97.98 2 2.02 0,530
N&o 27 96.43 1 357
Etilismo Sim 110 98.21 2 1.79
N 0.316
N&o 14 93.33 1 6.67

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, p < 0,05.
Algumas varidveis apresentam dados incompletos.

O resultado preliminar dessa analise, incluindo apenas tumores da cavidade oral
(n=90), foi publicado em 2018 no periddico BMC Cancer e podera ser visualizado

com maiores detalhes no item 4.4.1 desta tese.

4.2 DETECCAO DE HPV — HIBRIDIZACAO IN SITU-RNA

A hibridizac&o in situ utilizando sondas de RNA para deteccédo de HPV foi realizada
em 99 amostras de CE oral, com 8 tumores HPV-positivos, 0 que representa uma
frequéncia de 8,08%. Ja em CE orofaringeo, das 40 amostras analisadas, 4 eram

HPV-positivo, com frequéncia de 10%. Comparado ao resultado total a deteccéo de
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HPV por PCR, em tumores da cavidade oral e orofaringe, a detecgdo aumentou em
4x utilizando a ISH-RNA.

Neste estudo, avaliando a associacdo entre as caracteristicas clinicopatoldgicas,
fatores de risco, expressdo de pl6 e EGFR e a presenca do HPV, foi observada
associacao entre a expressao de pl16 e a infeccado por HPV em CE oral, indicando
gue pacientes com tumores HPV-negativo foram encontrados com maior frequéncia
no grupo pl6-negativo. Em orofaringe ndo foi possivel ter esta constatacdo, ja que
foram encontrados 4 tumores HPV-positivo, com metade deles p16-positivo e a outra
metade pl6-negativo. Da mesma forma, a alta expressdo de EGFR néo foi capaz de
predizer a auséncia de infeccdo por HPV em tumores da cavidade oral, conforme
hipotetizado neste estudo. N&o houve associacdo entre as demais variaveis

analisadas, conforme detalhado na Tabela 5.

Para avaliar alguma possivel influéncia entre habitos tabagistas e etilistas e a
expressdo de EGFR e pl6 em tumores HPV-negativos da cavidade oral, foi
realizada uma anélise complementar removendo as amostras HPV-positivas. Porém,
nao foi encontrada associacao entre as variaveis analisadas. Os dados desta andlise

encontram-se na Tabela 6.

Dados sobre a detec¢cdo de RNAmM E6/E7 do HPV por ISH em CE oral (n = 99) foi
submetido a revista Archives of Oral Biology, o que se encontra detalhado no item
4.4.2 desta tese.

Em 39 amostras tumorais foi possivel executar as deteccbes de DNA de HPV por
PCR e RNAm EG6/E7 por ISH, sendo 24 provenientes de CE oral e 15 de CE
orofaringeo. Em cavidade oral, 2 amostras apresentaram resultado negativo na
PCR, mas positivo na ISH; ja 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 Classificacdo das Neoplasias
Malignas (AMIN et al., 2017), que adicionou o p1l6 como fator prognostico para o
cancer de orofaringe, foi realizada a analise de sobrevida neste estudo, porém néo
foram encontradas diferencas entre as curvas de sobrevida para pacientes com
tumores p16 positivos x p16 negativos. Desta forma, e considerando os estudos que

dizem que ndo had uma correlacdo absoluta entre a expressao de pl6 e HPV, foi
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realizada também a analise da SG e SLD com o0s pacientes cujas amostras foram
submetidas a deteccdo 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 0s 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 diferenca nao 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 ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,810). As

curvas de SG e SLD relacionadas ao status HPV estéo disponibilizadas na Figura 8.



Tabela 5. Deteccdo de RNAmM E6/E7 HPV por Hibridizacdo in situ em carcinoma epidermoide oral e orofaringeo, e sua associacdo com as
variaveis clinicas, fatores de risco e expressdo de pl6 e EGFR, avaliadas por sitio anatbmico (continua).

RNAm E6/E7 HPV RNAm E6/E7 HPV

Variaveis clinicas Cavidade Oral p Orofaringe p
Neg (%) Pos (%) Neg (%) Pos (%)
Sexo Masculino 71 92.2 06 7.8 29 87.9 04 12.1
Feminino 20 90.9 02 9.1 1.000 03 100.0 0 0.0 1.000
Idade 4
Atg 60 anos 49 94.2 03 5.8 0472 23 92.0 02 8.0 0570
Acima de 60 anos 42 89.4 05 10.6 09 81.8 02 18.2
Sitio Anatémico Lingua 66 91.7 06 8.3 - - - -
Assoalho 08 88.9 01 11.1 0.870 - - - -
Cavidade oral SOE** 17 94.4 01 5.6
Tonsila - - - - 12 92.3 01 7.7
Base de lingua - - - - - 12 85.7 02 14.3 0.860
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
Metéastase linfonodal NO 45 91.8 04 8.2 22 95.7 01 4.3
1. 124
N+ 36 90.0 04 10.0 000 10 76.9 03 23.1 0
Estadiamento 1 32 91.4 03 8.6 04 80.0 01 20.0
i 52 91.2 05 8.8 1.000 28 90.3 03 9.7 0.466
Tabagismo Sim/Ex 58 90.6 06 9.4 31 91.2 03 8.8
Nao 13 100.0 0 0.0 0.582 01 50.0 01 50.0 0213
(_ZonSL_jmo de tabaco < 20/dia 35 89.7 04 10.3 0641 28 87.5 04 12.5 1.000
(incluindo nao fumantes > 20/dia 26 96.3 01 3.7 ' 04 100.0 0 0.0 '

8S



Tabela 5. Deteccdo de RNAmM E6/E7 HPV por Hibridizacdo in situ em carcinoma epidermoide oral e orofaringeo, e sua associacdo com as

variaveis clinicas, fatores de risco e expressao de pl6 e EGFR, avaliadas por sitio anatbmico (continuacao).

RNAm E6/E7 HPV RNAm E6/E7 HPV
Variaveis clinicas Cavidade Oral p Orofaringe p
Neg (%) Pos (%) Neg (%) Pos (%)
Etilismo Sim 42 89.4 05 10.6 31 91.2 03 8.8
N&o 19 95.0 01 1.8 0.660 01 50.0 01 50.0 0.213
plé Baixa 75 94.9 04 5.1 N 24 92.3 02 7.7
Alta 09 75.0 03 25.0 0.046 07 77.8 02 22.2 0.268
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 especificacdo

6S



Tabela 6. Associacdo entre expressdo de pl6 e EGFR com fatores de risco em carcinoma epidermoide da

cavidade oral HPV-negativos.

HPV-Negativos (n=91)

Variaveis pl6 EGFR
baixa (%) alta (%) baixa (%) alta (%) P
Tabagismo Sim 46 88.46 6 1154 35 62.50 21 37.50
N 0.655 0.106
Nao 11 84.62 2 15.38 33.33 8 66.67
Consumo de tabaco (inc|uindo < 20/dia 27 84.38 5 15.63 0.686 15 46.88 17 53.13 0.191
nao fumantes) >20/dia 21  91.30 2 870 17 65.38 9 3462
Etilismo Sim 34 87.18 5 12.82 26 6341 15 36.59
. 0.306 0.559
Nao 16 100.00 0 0.00 9 5294 8 47.06

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

Algumas variaveis apresentam dados incompletos.
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Avaliando a correlacéo entre a expressao de p16 e a infeccdo por HPV em amostras
de CE oral e orofaringeo, foi observada a presenca de correlacdo crescente e
significativa entre p16 e HPV (p=0,007), o que indica que a correlacdo entre p16-
negativo e HPV-negativo existe, assim como entre pl6-positivo e HPV-positivo.

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

Com base no estudo de Ang e Colaboradores (2010), os pacientes com CE
orofaringeo foram estratificados em grupos de risco, considerando o status HPV
(RNAmM E6/E7 HPV por ISH), numero de cigarros consumidos por dia, tamanho do
tumor e comprometimento linfonodal. Os grupos de risco propostos foram

estratificados da seguinte forma:
e Baixo risco:

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

(incluindo n&o fumantes);

o Pacientes HPV-positivos, que consomem mais de 20 cigarros por dia,
com NO-N2a;

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

(incluindo ndo fumantes), T1.
¢ Risco intermediario:

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 nédo fumantes), T2-T3.
e Alto risco:

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

(incluindo n&do 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 0 grupo
baixo risco; 32,0 meses para o grupo risco intermediario e 20,9 meses para 0 grupo
alto risco, sendo essa diferenca entre os grupos significativa (p=0,028), o que indica
que o0s pacientes de baixo risco tém melhor sobrevida do que os de risco
intermediario, que por sua vez tém melhor sobrevida que os de alto risco. Na andlise
da SLD, o grupo de risco intermediario ndo apresentou o desfecho recidiva, entdo
todos os casos foram censurados e nao foi possivel calcular o tempo médio de SLD,
e a andlise revelou que a diferenca entre os grupos néo foi significativa (p=0,177).
Nesta analise, todos os pacientes com tumores HPV-positivos ficaram no grupo de
baixo risco, pois nao foi encontrada, no grupo de pacientes avaliados, a combinagéo
de pacientes HPV-positivos que consumissem mais de 20 cigarros por dia, com
metastase em linfonodo classificada em N2b-N3. Estes resultados podem ser

visualizados na figura 9.



Probabilidade

1,0=r - - - T

1,07
grupos de risco grupos de risco
—Thaixo —haixo
|_ lintermediario intermediario
. } atto alto
—t+— baixo-censored —t+— baixo-censored
0,8 —— médio-censored 0,84 —— médio-censored
ato-censored atto-censored
+ - 4
+ +
— aQ _|
06 - 06
L
=
o
[
=]
o
™
0.4= o 04+
0,27 0,2+
A p log-rank=0,028* B p log-rank=0,177
0.0 1 T T T T ] 0,0 ] T T T T ]
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 0,00 | 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 0,00

Tempo para sobrevida global em meses Tempo para sobrevida livre de doenga em meses

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

¥9



65

4.3 IMUNO-HISTOQUIMICA

Com a finalidade de tornar as analises mais uniformes, as 109 amostras de CE oral,
submetidas a analise imuno-histoquimica das proteinas pl6 e EGFR, foram
analisadas separadamente das 40 amostras de CE orofaringeo, nas quais foi
realizada apenas a analise imuno-histoquimica da proteina p16.

4.3.1 Expresséao de p16 e EGFR em amostras provenientes da cavidade oral

Das 109 amostras de CE oral submetidas a imuno-histoquimica, foram incluidas nas
analises de expressdo de pl6 e EGFR, 95 e 99 amostras respectivamente, tendo
sido excluidas as amostras que ndo apresentaram pelo menos 75% de area 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 lingua e estadiamento clinico avancado, consumidores de
alcool e tabaco. Nao foi encontrada associacao entre as variaveis clinicas avaliadas
ou fatores de risco e a expressdo de pl6. Quanto ao EGFR, foi encontrada
associacao entre a variavel tamanho do tumor e a expressao do receptor, indicando
gue a alta expressdo de EGFR foi observada em tumores avancados. Os dados
clinicopatologicos, fatores de risco e suas associacdes com a expressdo de plé e

EGFR se encontram sumarizados na Tabela 7.
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Tabela 7. Analise imuno-histoquimica da expressdo de plé e EGFR em carcinoma
epidermoide oral e sua associacdo com as variaveis clinicas e os fatores de risco tabagismo

e etilismo.

Expresséo de p16

Expressédo de EGFR

Variaveis clinicas - X p

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

Sexo Masculino 63 86.3 10 13.7 41 526 37 474
o 0.726 0.325

Feminino 20 909 2 91 14 667 7 333

Sitio anatémico  Lingua 58 879 8 121 36 522 33 478
Assoalho 9 900 1 100 0882 8 8.0 2 20.0 0.398

Outros 16 842 3 158 11 550 9 450

Tamanho do T1/2 42 857 7 143 33 660 17 34.0
tumor 0.761 0.042*

T3/4 40 889 5 11.1 21 447 26 553
Metastase NO 39 812 9 188 0.213 26 53.1 23 46.9 0.831

linfonodal N+ 35 921 3 79 23 575 17 425

Estadiamento 1 27 794 7 206 20 606 13 39.4
clinico 0.199 0.392

ni/1IvV 51 911 5 89 30 508 29 492

Tabagismo Sim/Ex 48 842 9 158 37 607 24 393
- 1.000 0.114

Nao 11 846 2 154 4 333 8 667

Consumo de < 20/dia 30 81.1 18.9 16 432 21 56.8
tabaco (incluindo _ ) 0.504 0.087

nZo fumantes) > = 20/dia 23 885 11.5 19 655 10 345

Etilismo Sim 38 844 7 156 30 638 17 36.2
B 0.418 0.183

Nao 18 947 1 53 9 450 11 55.0

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

Algumas variaveis apresentam dados incompletos.

A fim de se avaliar a influéncia do sexo, as andlises foram refeitas conforme tabela

8. No grupo do sexo masculino, foi encontrada associacao entre a alta expressao de

pl6 e a auséncia de metastase em linfonodos (p=0,017), assim como entre a baixa

expressdo de pl6 e o estadiamento clinico avangado (p=0,008). No grupo do sexo

feminino, houve associacdo entre a baixa expressdo de pl6 e tumores iniciais

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



Tabela 8. Associacao por sexo entre expressado de pl6 e EGFR com fatores prognésticos e fatores de risco em carcinoma epiderméide da cavidade oral.

Homens (n=85)

Mulheres (n=24)

Variaveis pl16 EGFR p p EGFR p
baixa (%) (%) baixa (%) alta (%) baixa (%) Alta (%) baixa (%) alta (%)
Tamanho do
Tumor T1/T2 24 77.42 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 7.32 19 44.19 24 55.81 2 50.00 2 50.00 2 50.00 2 50.00
Metastase em
Linfonodo NO 28 75.68 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 3.23 18 54.55 15 45.45 5 71.43 2 2857 5 71.43 2 2857
Estadiamento
Clinico I 15 68.18 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
/v 45 93.75 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 16.67 29 55.77 23 44.23 8 88.89 1 11.11 8 88.89 1 1111 .
N&o 3  60.00 40.00 0.235 2 40.00 3 60.00 0.651 8 100.00 0 0.00 1.000 2 28.57 5 71.43 0.035
Consumo de <20/dia 20 74.07 25.93 12 42.86 16 57.14 10 100.00 0 0.00 4 4444 5 55.56
tabaco
(incluindo ndo >20/dia 21 91.30 8.70 0.152 17 65.38 9 34.62 0.111 2 66.67 1 33.33 0231 2 66.67 1 3333 1.000
fumantes)
Etilismo Sim 34 85.00 15.00 26 61.90 16 38.10 4 80.00 1 20.00 4 80.00 1 20.00
Nao 10 90.91 9.09 1.000 4  30.77 9 69.23 0.062 8 100.00 0 0.00 0.385 5 71.43 2 2857 1.000
Idade Mediana 59 65
Média 60.06 62.00
Desvlo 12.20 13.88
Padréo

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, p < 0,05.
Algumas variaveis apresentam dados incompletos.
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Quanto a andlise de sobrevida, a maioria dos pacientes analisados estava vivo até o
ultimo acompanhamento e ndo apresentava recidiva. Para os pacientes incluidos na
analise de expressao de p16, o tempo médio de seguimento foi de 35,7 meses (95%
IC = 30,6 — 40,9), enquanto para os pacientes incluidos na analise de expressao 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, ndo houve diferenca significativa entre baixa e
alta expresséao (p=0,968), tendo sido observado um tempo de sobrevida médio de 35
meses tanto para 0s pacientes cujos tumores apresentaram baixa expressao do
receptor quanto alta expressdo. Ja para a SLD, foi observado um tempo de
sobrevida de 39,3 meses em pacientes com tumores com baixa expressao de
EGFR, enquanto 33,1 meses foi o tempo médio para aqueles com tumores com alta
expressdo. No entanto, também ndo houve diferenca significativa (Figura 10).
Nossos resultados ndo nos permitiram confirmar a relacdo entre a alta expresséao de
EGFR e a menor sobrevida em pacientes com tumores da cavidade oral e, portanto,
0 EGFR néo seria util como biomarcador de progndstico nesses pacientes.

A expressdo de pl6 também ndo mostrou relacdo com a SG (p=0,757) e a SLD
(p=0,377), conforme pode ser observado na Figura 11, porém é possivel observar
uma queda acentuada no intervalo de 30 a 40 meses na curva da SLD em pacientes
com alta expresséo de pl6, e que sao todos HPV-negativos.

A fim de avaliar se ha alguma diferenca entre a localizacdo geografica e os
desfechos avaliados, foi feita a analise de SG e SLD para o grupo de amostras do
Reino Unido e do Brasil, separadamente, associadas a infeccédo por HPV, expressao
de pl6 e de EGFR. Nao foram encontradas diferencas. Os graficos de sobrevida

podem ser visualizados na Figura 12 e Figura 13.

A avaliacdo da expressédo de EGFR e pl6, para testar a aplicabilidade destes como
biomarcadores de progressdo, foi realizada nos segmentos epitélio adjacente,
displasia e tumor, utilizados a fim de se estabelecer um modelo de progressao. Esta
analise foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis, tendo sido utilizado o valor obtido pelo
método de H-Score. O EGFR, que apresentou alta expressdo em tumores
localmente avancados, de acordo com a analise das médias, parece ter uma
expressao crescente a medida em que é simulada uma progressédo atraveés dos

segmentos epitélio adjacente — displasia — tumor. Porém, ndo houve relacéo
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significativa entre a expressao de EGFR nos diferentes segmentos avaliados. Este
mesmo comportamento foi observado na analise de expressédo de p16 (Tabela 9).
Portanto, néo foi possivel confirmar a aplicabilidade dos possiveis biomarcadores de
progressdo avaliados e, provavelmente, nem EGFR e nem pl6 poderdo ser
utilizados como biomarcadores de progresséo. Na figura 14, estao representadas as
fotomicrografias dos segmentos analisados e a imunomarcacdo de EGFR e p16 em
cada um deles, bem como pode ser visualizado em boxplot o resultado obtido nas

analises da tabela 9.
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Tabela 9. Distribuicdo dos segmentos epitétio adjacente, displasia e tumor e
comparacao entre as médias de expressao.

Marcadores/Segmentos Média Mediana E:g;l,';l\g Minimo  Maximo p

p16 adjacente 15,09 5,00 22,68 0,00 105,00
displasia 35,60 0,00 71,07 0,00 300,00 0,165
tumor 33,71 0,00 81,10 0,00 300,00

EGFR adjacente 15,89 10,00 17,15 0,00 63,33
displasia 23,88 3,33 60,14 0,00 300,00 0,176
tumor 34,14 10,00 64,70 0,00 300,00

Teste de Kruskal-Wallis
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4.3.2 Expressao de p16 em amostras provenientes de orofaringe

A expressdo de pl6 foi analisada em 37 de 40 amostras de CE orofaringeo
submetidas a imuno-histoquimica. Neste grupo, a maioria dos casos foi composta
por homens, com idade abaixo de 60 anos, apresentando tumores localizados em
base de lingua com tamanho avancado, auséncia de metéstase linfonodal,
tabagistas e etilistas. A analise imuno-histoquimica da expresséo da proteina pl16
em CE orofaringeo ndo mostrou associacdo com as variaveis clinicas ou fatores de
risco analisados. Foram entdo removidas das analises as 3 amostras de pacientes
do sexo feminino, restando apenas os homens na andlise. Ainda assim, nao foi
observada nenhuma associacao, o que nos indica que as mulheres que faziam parte
do grupo total ndo exerceram influéncia significativa nos resultados. Estas analises

podem ser visualizadas na Tabela 10.

Ao avaliar a SG associada a expressdo da proteina pl6, foi observado um tempo
médio de 25,6 meses para 0s pacientes cujos tumores apresentaram baixa
expressao e 30,4 meses para 0s pacientes com tumores com alta expressao de pl6.
Porém, ndo houve diferenca significativa entre a SG de pacientes com baixa e com
alta expressao (p=0,699). Na andlise da SLD foi observado um tempo médio de 48,2
meses para baixa expressao e de 19,5 meses para alta expresséo, e ainda assim
nao foi observada diferenca significativa entre a sobrevida de pacientes com baixa e
com alta expressdo da proteina p16 (p=0,168). As curvas de SG e SLD podem ser
observadas na Figura 10. Porém, analisando os resultados ndo foi observada
relacdo entre a alta expresséo de p16 e melhor sobrevida de pacientes com tumores
da orofaringe. No entanto, é importante lembrar que estudos prévios mostraram que
nao existe uma correlacao absoluta entre a expressao de pl6 e a infec¢cdo por HPV
(NAUTA et al., 2018).



Tabela 10. Analise imuno-histoquimica da expressao de 16 em carcinoma epidermoide orofaringeo e sua associagdo com as variaveis
clinicas e os fatores de risco tabagismo e etilismo, em ambos 0s sexos e somente no sexo masculino.

Homens e Mulheres (n=37) Homens (n=34)
Variaveis pl6 pl16
baixa (%) ata (%) P baixa (%) ata (%)
Sexo Masculino 26 76.47 8 23.53 1.000 - - - - B
Feminino 2 66.67 1 33.33 ' - - - -
Sitio Anatdmico Tonsila 8 57.14 6 42.86 8 61.54 5 38.46
Base de lingua 12 92.31 1 7.69 0.087 11 91.67 1 8.33 0.206
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 '
Metastase em Linfonodo NO 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 '
E i lini . . . .
stadiamento Clinico /1l 4 57.14 3 42.86 0.327 4 57.14 3 42.86 0.315
nnv 24 80.00 6 20.00 22 81.48 5 18.52
Tabagismo Sim/Ex 27 77.14 8 22.86 25 78.13 7 21.88
Nao 1 50.00 1 50.00 0.432 1 50.00 1 50.00 0.421
Consumo de tabaco < 20/dia 25 75.76 8 24.24 1.000 23 76.67 7 23.33 1.000
(incluindo néo fumantes) > 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
N&o 1 50.00 1 50.00 ' 1 50.00 1 50.00 '

Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, p < 0,05.
Algumas variaveis apresentam dados incompletos.

LL
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5 DISCUSSAO

5.1 DETECCAO DE HPV

A deteccdo de HPV por hibridizacdo in situ utilizando sondas de RNA realizada
neste estudo e os dados gerados confirmam o que outros estudos ja vém
mostrando, com maior frequéncia de infeccdo por HPV em CE orofaringeo, quando
comparado aos demais sitios da cabeca e pescoco, podendo variar até mesmo
numa faixa de aproximadamente 50 a 80%, dependendo da populacédo estudada e
da regido geografica (CASTELLSAGUE et al., 2016; HAEGGBLOM et al., 2017;
NAUTA et al., 2018). Porém, nas amostras utilizadas nesta pesquisa, a frequéncia
de tumores HPV-positivos em orofaringe foi baixa, se aproximando da frequéncia em
cavidade oral. Esta diferenca pode estar relacionada ao perfil dos pacientes
acometidos por estes tumores no Espirito Santo, caracterizado por individuos com
idade mais avancada e alto consumo de tabaco e alcool, e descartando a atuacao
do HPV como fator de risco principal na oncogénese da orofaringe nestes pacientes.

Um estudo comparativo no qual foram incluidos individuos com cancer de cavidade
oral e orofaringe, provenientes do Brasil e da Alemanha revelou que, em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, tem sido observado aumento na incidéncia do
cancer oral e ndo de orofaringe, como observado em outros estudos (ANG et al.,
2010; CHATURVEDI et al., 2013), sendo o HPV associado ao cancer de cabeca e
pescoco relativamente incomum na populacdo brasileira, descrevendo uma
frequéncia de 11% (HAUCK et al., 2015), o que esta de acordo com os achados em
orofaringe deste estudo, com frequéncia de 10%.

As frequéncias encontradas neste estudo ndo foram muito distantes das que séo
comumente encontradas em individuos saudaveis. Além disso, as frequéncias de
HPV encontradas em individuos saudaveis em cavidade oral e orofaringe também
sdo bem proximas, o que sugere ainda mais que, neste estudo, o HPV ndo tem uma
posicdo de destague na carcinogénese em cavidade oral e orofaringe. Uma reviséo
sistematica e metanalise de Sturgis e colaboradores (2018) relatou uma prevalencia

de HPV em cavidade oral em individuos saudaveis de 7,7%; Bettampadi e
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colaboradores (2019) encontraram, em cavidade oral de individuos saudaveis, uma
prevaléncia 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 frequéncia de HPV total em

orofaringe de 4,9%, com 3,9% dos individuos portando HPV de alto risco.

Em nosso estudo, foi possivel verificar uma diferenca na detecgéo entre as técnicas,
comparando a detecdo do RNAmM E6/E7 HPV e a do DNA do HPV, decorrente de
achados positivos no uso da ISH-RNA em amostras com auséncia de DNA do HPV
por PCR. Esta diferenca indica maior sensibilidade da deteccdo de RNAm EG6/E7
HPV por ISH comparada a deteccdo de DNA HPV por PCR. Resultados similares ja
foram obtidos em estudos prévios, e podem estar relacionados a uma infeccao por
HPV biologicamente relevante, derivada de um virus 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 influéncia na deteccao do virus, e quanto maior a sensibilidade
da técnica e melhor a conservacdo das amostras a serem avaliadas, maior é a
confiabilidade e o sucesso da técnica empregada. Para o estudo do HPV, a
deteccdo de RNAmM E6/E7 HPV indicam n&o somente a presenca do HPV, mas se o
virus esta transcricionalmente ativo. Portanto, é inegavel a sensibilidade desta
técnica para a deteccdo de um HPV atuante na carcinogénese viral, e por isso tem-

se esta deteccdo como padréo ouro.

Ao estratificar os pacientes em grupos de risco, considerando fatores progndésticos ja
conhecidos e incluindo o HPV, e comparando os grupos de risco na SG e SLD, foi
possivel enquadrar todos os pacientes com tumores HPV-positivos no grupo de
baixo risco, independente de tamanho de tumor, estadiamento ou metastase em
linfonodo. A sobrevida destes pacientes se assemelha a sobrevida dos pacientes
com tumores HPV-negativos com baixo consumo de tabaco e com tumores de
tamanhos iniciais, pacientes estes que a literatura ja tem amplas evidéncias de que
apresentam melhor sobrevida em comparacéo a pacientes com alta exposicéo diaria
ao tabaco, com tumores de tamanhos avancados e com metastase linfonodal.
(HUBER; TANTIWONGKOSI, 2014; MAYNE et al., 2009). Isso sugere que, de
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alguma forma a infeccdo por HPV biologicamente relevante exerce influéncia na

sobrevida dos pacientes tanto quanto os fatores prognadsticos ja estabelecidos.

5.2 IMUNO-HISTOQUIMICA EM CAVIDADE ORAL E OROFARINGE

Quanto as analises imuno-histoquimicas realizadas, a expressao da proteina p16
nao mostrou ser um bom biomacador de prognostico em pacientes com CE oral.
Sendo assim, justifica a ndo inclusdo desse biomacador na anélise de tumores de
cavidade oral, como preconizado no novo estadiamento para a orofaringe (AMIN et
al., 2017; BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2017). A auséncia de
relacdo entre a expressdo de pl6 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 predominio da baixa expressdo da proteina pl6 nas amostras de CE oral
avaliadas € mais um fator que pode sugerir que a maioria dos tumores avaliados ndo
tem como principal fator causal o HPV. Neste estudo houve auséncia de relacdo
entre a expressao de pl6 e a infec¢cdo por HPV em tumores cavidade oral, e outros
estudos em CE oral mostram que existe uma porcentagem de tumores p16-positivos
gue nao sao HPV-positivos (LAl et al., 2017; SGARAMELLA et al., 2015; ZAFEREO
et al., 2016), e possivelmente os principais fatores de risco para o desenvolvimento

destes tumores sdo o consumo de tabaco e alcool.

Ao dividir as analises por sexo, no grupo do sexo masculino, foi encontrada
associacao entre a alta expressdo de pl6 e a auséncia de metastase em linfonodos
e entre a baixa expressdo de pl6 e o estadiamento clinico avancado. No grupo do
sexo feminino, houve associacao entre a baixa expressao de pl6 e tumores iniciais.
Este comportamento pode ser explicado pela acéo de supressao tumoral da proteina
pl6, para a qual a literatura relata a prevaléncia de baixa expressdo de pl6 em
tumores da cavidade oral, além de relacionar a perda progressiva de p16 a tumores
metastaticos (BABIKER et al., 2014).
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Em tumores da orofaringe, ndo foi encontrada relacao entre a expresséo de p16 e os
desfechos dos pacientes (6bito e recidiva), de forma contraria ao que preconiza o
novo estadiamento. Desta forma, os pacientes pl6-positivos das amostras deste
estudo parecem ndo refletir o prognostico esperado pelo novo estadiamento,
possivelmente explicado pelo HPV n&o ser o principal fator de risco para o
desenvolvimento dos tumores deste estudo e, desta forma, os tumores p16-positivos
nao sdo necessariamente HPV-positivos. A heterogeneidade geografica também
pode explicar este fato, ja que estudos indicam que uma porcentagem pequena dos
tumores de orofaringe no Brasil tem sido associada a infeccdo por HPV
(ANANTHARAMAN et al., 2017).

Ao reunir todos os pacientes do estudo, de cavidade oral e orofaringe, e refazer as
analises, foi encontrada associacao entre baixa expresséao de pl16 e pacientes HPV-
negativos. Com isso, é possivel avaliar o uso de p16 como ferramenta de rastreio na
rotina clinica, detectando pacientes que ndo sejam HPV-positivos para seguir 0

tratamento padréao.

Nossos dados relacionados a expressdo de EGFR em tumores da cavidade oral
estdo de acordo com outros estudos que confirmaram que a alta expressao de
EGFR em tumores de cabeca e pescoco tem sido relacionadas a um pior
prognéstico. Isto pode ser explicado porque a ativacdo de EGFR por seus ligantes
leva a ativacdo de vias que favorecem a progressao tumoral, o que justifica a sua
maior expressao principalmente em tumores mais avancados, que ja apresentam
maior proliferacdo 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
associacdo entre a baixa expressdo EGFR e os héabitos tabagistas. Porém, este é
um dado ndo condizente com os achados da literatura, que mostram haver alta
expressao em pacientes tabagistas, e isto ocorre justamente porque o tabaco esta
relacionado a um dos ligantes do EGFR (BYEON; KU; YANG, 2019; CANCER
GENOME ATLAS NETWORK, 2015). Portanto, seriam necessarios maiores estudos
para avaliar se existe de fato esta relacdo entre baixa expressdo de EGFR e
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consumo de tabaco em mulheres e se ela esta relacionada a alguma via ainda nao

conhecida.

Ao avaliar a relacdo entre o tamanho do tumor e a expressdo de EGFR,
consideramos valido testar um modelo de progressdo a fim de comparar a
expressdo de EGFR em tecido normal, displasico e no carcinoma epidermoide
propriamente dito. Porém, o modelo ndo mostrou que o EGFR possa ser utilizado

como um biomarcador de progresséao.

N&o foi possivel confirmar a relacdo entre a alta expressdo de EGFR e a menor
sobrevida em pacientes com tumores da cavidade oral e, portanto, o0 EGFR nao
seria util como biomarcador de progndstico nesses pacientes. Estudos previamente
publicados também né&o observaram relacéo entre a expressdo de EGFR e a SG ou
SLD, indicando que o EGFR ndo € um bom biomarcador de progndstico em CE oral,
e ainda, que ndo parece ser um biomarcador preditivo clinicamente Gtil em pacientes
com cancer de cabeca e pescoco (COSTA, V. et al.,, 2018; PERISANIDIS et al.,
2013; SABA et al.,, 2019). Porém, a alta expressdo de EGFR em tumores
avancados, como a encontrada neste estudo, justifica a sua aplicacdo como alvo
terapéutico, podendo o uso do cetuximabe beneficiar pacientes com doenca

localmente avancada.

Estudos mostram que o cetuximabe, anticorpo monoclonal especifico para EGFR
utilizado em cancer de cabeca e pescoco, tem como principais efeitos a reducéo no
crescimento de linhagens de células tumorais, além de favorecer a apoptose.
Geralmente é utilizado com sucesso em terapia combinada. A inibicdo de EGFR
feita pelo cetuximabe melhora a eficacia da radioterapia. Quando utilizada
isoladamente em tumores recorrentes ou metastaticos, a taxa de resposta nao
excede 13%. Combinada a quimioterapia, tende a aumentar a sobrevida livre de
progressdo. Outro fato associado ao cetuximabe € a frequente resisténcia a
medicacg&o, que ocorre com o tempo (SABA et al., 2019; TABERNA; OLIVA; MESIA,
2019). Ja é conhecida em céancer de pulmdo a ocorréncia de mutacbes de
resisténcia envolvendo os exons 19 e 20 no gene do EGFR (NAGANO;
TACHIHARA; NISHIMURA, 2018). Para cancer colorretal, para o qual o cetuximabe

também é indicado, tem sido reconhecida a ocorréncia de mutagdo em K-ras e B-raf,
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efetores da via de sinalizacdo do EGFR, com aplicacio como marcadores
genomicos para auxiliar na conduta terapeutica e indicar o0 uso ou ndo do
cetuximabe no tratamento deste cancer. Para cancer de cabeca e pescoco, 0S
mecanismos de resisténcia tem sido estudados(DA COSTA, Alexandre A B A et al.,
2018; EZE et al., 2019).

Apesar da tendéncia do aumento na sobrevida livre de progressdo quando utilizado
anticorpo humanizado anti EGFR associado a quimioterapia, o estudo de Saba e
colaboradores (2019) ressalta que esse beneficio ocorreu de forma independente da
expressao de pl6 no tumor ou do status HPV, o que reforca também os achados do
nosso estudo quanto a relacdo entre expressao de EGFR, expressdo de pl6 e
status HPV. E relatado no estudo de Saba e colaboradores também que, apesar dos
indicios da existéncia de uma relacao inversa entre o status do HPV e a expressao
do EGFR, ndo h& evidéncias definitivas para direcionar o uso do cetuximabe com
base no status HPV, assim como o constatado em nosso estudo, que nao mostrou

relacdo entre a expressao de EGFR e status HPV.

Em cancer cervical, a relacdo entre EGFR, HPV e tabagismo tem sido estudada. No
estudo de Mundz e colaboradores (2018) relata que as oncoproteinas do HPV estao
relacionadas a componentes da fumaca do cigarro, e a superexpressao de E6 e E7
mediada por esses componentes é dependente da fosforilacdo de EGFR, o que
culmina na expressao aumentada deste receptor. Apesar de ndo termos encontrado
relacdo entre EGFR e HPV em tumores da cavidade oral, nem mesmo a relagao
inversa esperada entre eles, as amostras tumorais com resultado HPV-positivos e
com alta expressdo de EGFR do nosso estudo foram originadas de pacientes

tabagistas.

5.3 ARTIGOS CIENTIFICOS 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 publicacdo em 19 de marco de 2018 no periédico BMC Cancer, Qualis A2 na

area de Biotecnologia, conforme Figura 16.
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Abstract

Background. The prevalence of high-risk human papillomavirus (HPV) DNA in cases of oral cavity squamous
cell carcinoma (SCC) varies widely. The aim of this study is to investigate the frequency of high-risk HPV
DNA in a large Brazilian cohort of patients with oral cavity SCC. Methods. Biopsy and resected frozen and
formalin-fixed paraffin-embedded specimens of oral cavity SCC were available from 101 patients who were
recruited at two Brazilian centres. Stringent measures with respect to case selection and prevention of sample
contamination were adopted to ensure reliability of the data. Nested PCR using MY09/MY11 and GP57/GP6"
as well as PGMY09/11 L1 consensus primers were performed to investigate the presence of HPV DNA in the
tumours. HPV-positive cases were subjected to direct sequencing. Shapiro-Wilk and Student t test were used
to evaluate data normality and to compare the means, respectively. Qualitative variables were analysed by
logistic regression. Results. Our results demonstrate that the frequency of high-risk HPV types in oral cavity
SCC is very low and is less than 4%. All HPV -positive cases were HPV16. In addition, our results do not show
a significant association between the tumour clinical features and the risk factors (tobacco, alcohol and HPV)
for oral cavity SCC. Conclusion. In the current study, we observed an overlapping pattern of risk factors that
are related to tumour development. This, along with a low frequency of high-risk HPV DNA, supports the

findings that HPV is not involved in the genesis of oral cavity SCC in Brazilian population.

Keywords

Oral cancer, HPV, Frequency, Incidence, Oral cavity, Squamous cell carcinoma, Human papillomavirus.
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Background

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is a significant cause of cancer morbidity worldwide as
650 000 new cases and 350 000 deaths occur every year [1]. HNSCC encompasses tumours of the oral cavity,
oropharynx, hypopharynx and larynx, which are each associated with different risk factors and prognoses.
Latin America has a relatively high incidence of these tumours [1]. It was estimated that 15 290 new cases of
oral cavity squamous cell carcinoma (SCC) occurred in Brazil in 2015 [2]. The oral cavity is the most frequent
site of cancer within the head and neck region and is in the “top ten” list of tumours with the highest incidences
[1].

HNSCC is one of several cancers that is strongly associated with tobacco and alcohol use [3]. However, over
the last 15 years, high-risk (HR) human papillomavirus (HPV) infection has also been aetiologically linked to
a subset of HNSCCs. HPV involvement in oral and oropharyngeal carcinogenesis was first proposed by
Syrjanen et al. in 1983 [4]. In 2007, the International Agency for Research on Cancer recognized human
papillomavirus type 16 (HPV16) as the only carcinogenic type of HPV in sites other than the cervix uteri,
including the anus, penis, vagina, vulva, oral cavity and oropharynx [5]. HPV16-associated carcinogenesis is
mediated by expression of the viral E6 and E7 oncoproteins, which inactivate the tumour suppressor proteins
p53 and retinoblastoma; this then disrupts cell cycle regulatory pathways [6]. Therefore, the lack of p53
mutations [7] and p16 protein accumulation [8-10], which occur as a result of the loss of transcriptional
repression during early tumorigenesis, are considered to be hallmarks of HPV-related HNSCC [11].
Although the frequency of high-risk HPV that is detected may be higher in samples of HNSCC, substantial
heterogeneity exists among studies in terms of the detection rates. A portion of this variation may be related
to differences in the incidence among geographic locations and the head and neck subsites enrolled in the
included studies [12]. Additionally, it is important to consider variations in the sample sources and the
collection methods as well as in the HPV detection methods. Methods for the detection of HPV DNA include
in situ hybridization and polymerase chain reaction (PCR), while methods for the detection of HPV E6/E7
RNA include quantitative reverse transcriptase PCR (QRT-PCR) and RNA in situ hybridization.

To support the involvement of HPV in head and neck tumours, few studies have been conducted to determine

the frequency of HPV DNA exclusively in SCC of the oral cavity, specifically in Brazil [13, 14]. Most of the
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published studies have included multiple subsites of HNSCC, which have precluded the specific analysis of
HPV involvement in oral carcinogenesis [ 15]. Furthermore, the frequency of HPV infection in oral cavity SCC
exhibits much variation among studies worldwide as well in different regions within Brazil [13, 14, 16].

The aim of this study is to investigate the frequency of high-risk HPV in a large Brazilian cohort of patients
with oral cavity SCC. The relevance of this study lies in our accuracy of the selection of tumour sites and in
the collection of samples. We also used different HPV DNA detection methods and adopted stringent measures

to prevent sample contamination, which ensures the reliability of the data.

Methods

Study subjects

This is a multicentre cross-sectional study conducted at the following two Brazilian centres: Santa Rita de
Cassia Hospital and University Hospital Antonio Cassiano de Moraes, which are both located in Espirito Santo.
This study was approved by the clinical centre ethics committees and by the National Commission on Ethics
in Research (Protocols 318/2011 and 681/2011). Written consent was given by each patient prior to his or her
participation in the study.

A total of 171 cases of oral cavity SCC that were diagnosed by histopathology between 2012 and 2015 were
reviewed. The inclusion criteria included tumours from oral cavity that were diagnosed according to the
International Classification of Diseases, version 10 [17] and patients who had not undergone any previous
antineoplastic treatment. The anatomical subsites selected were: tongue (C02.0, C02.3, C02.8, C02.9); gum
and alveolar ridge (C03.0, C03.1, C03.9); floor of the mouth (C04.0, C04.1, C04.8, C04.9); palate (C05.0,
C05.8, C05.9); buccal mucosa (C06.0, C06.1); retromolar trigone (C06.2) and overlapping sites of other parts
of mouth (C06.8, C06.9). 70 cases were excluded for not presenting formalin-fixed paraffin-embedded or
frozen tissues available.

Following patient consent, 82 fresh tumour specimens were collected at the time of biopsy or surgical resection
into RNAlater® reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA) and stored at -80°C until further processing. In addition,
19 formalin-fixed paraffin-embedded tumours were retrieved from the pathology archive at Santa Rita de

Cassia Hospital.
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Clinical and pathological data (i.e., age, gender, tumour site, TNM stage, alcohol consume and tobacco
exposure) were obtained by interview and from the medical records. The clinical stage of the tumours was
categorized as early (clinical stages I-II) or advanced clinical stages (clinical stages III-IV), and all tumours

were classified according to the TNM classification system [18].

DNA extraction and integrity

Genomic DNA was obtained from frozen tissues and from four 10 pm-thick sections cut from the paraffin
blocks. Formalin-fixed paraffin-embedded sections were placed in 2 ml microcentrifuge tubes and dewaxed
with multiple washes of xylene and graded solutions of 100%, 95% and 70% ethanol. After overnight digestion
with sodium dodecyl sulphate (SDS) and 5% of 20 mg/ml of K proteinase (Sigma, Saint Louis, USA) at 37°C,
DNA was extracted from both types of samples by standard phenol-chloroform-isoamylic alcohol and sodium
acetate-ethanol precipitation. Rigorous efforts were made to avoid cross-contamination at every stage. A new
microtome blade was used each time a new case was sectioned, and the components of the microtome were
cleaned with xylene and ethanol after each sample was sectioned. In addition, aerosol tips were used for all
pipetting steps, and separate rooms were used for pre- and post-PCR experimental steps.

DNA concentrations were estimated using a DyNA Quant 200 Fluorometer (Hoeffer Scientific, Holliston,
MA, USA). To exclude false negative results derived from the degradation of DNA in samples that were over-
fixed, the integrity of the DNA was assessed by amplification of a fragment of the human f-globin gene using
PCO3 (5-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’) and PCO7 (5°-GAAAACATCAAGGGTCCCAT-3’)
primers, which result in a 509-bp DNA fragment [19]. All B-globin-negative samples were excluded from

further analysis.

HPV DNA detection

Nested PCR using MY09/MY11 and GP5"/GP6" primers

The detection of high-risk HPV was performed by nested PCR to amplify a part of the HPV L1 gene, which
encodes the major capsid protein of several subtypes of HPV, as previously described by Jacob in 1995 [20].
Briefly, 50 ng of DNA from each sample was amplified with the consensus primers MY09/MY11 followed

by amplification with general primers GP57/GP6 by two-step nested PCR. Standard PCR with the
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MY09/MY11 primers was performed as previously described [20, 21]. Each sample was amplified with 50
pmol each of the primers MY09 (5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3") and MY1l (5°-
GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3") in the presence of 6 mM MgCl, buffer, 200 mmol (each) dATP, dCTP,
and dGTP, 600 mmol dUTP, and 7.5 U of Hot Start Taq DNA polymerase (Invitrogen, Waltham, MA, USA).
Then, PCR was performed using the product of the first reaction as a template in 50 mM KCl, 10 mM TrisHC1
(pH 8.3), 200 mM of each deoxynucleoside triphosphate, 3.5 mM MgCl,, 7.5 U of Hot Start Taq DNA
polymerase (Invitrogen, Waltham, MA, USA), and 50 pmol each of the GP5" (5-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3") and GP6  (3-CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG-5")
primers. Amplifications were performed in a Mastercycler Nexus (Eppendorf, Hamburg, DE) with an
activation at 94°C for 7 min and 25 cycles (first step) or 15 cycles (second step) at 94°C for 45 seconds, 56°C
(first step) or 46°C (second step) for 45 seconds and 72°C for 1 min. This was followed by a final extension

at 72°C for 7 min, and storage at 4°C.

PGMY09/11 L1 consensus PCR

Additionally, to ensure the reliability of the data, we subjected the samples to a second round of PCR using a
consensus PGMY09/11 primer set. An equimolar mixture of each primer was added to the PCR master mix
for a final concentration of 10 pmol of each oligonucleotide in the primer sets; the final MgCl, concentration
was 4 mM. Then, the PCR buffers, reagents, and amplification profiles were identical to those described by
Gravitt in 2000 [21]. Cycling conditions were as follows: 95°C for 5 minutes, followed by 30 cycles at 95°C
for 1 min, 57°C for 1 min, 72°C for 1 min and a 7-minute final extension period at 72°C (Mastercycler Nexus,
Eppendorf, Hamburg, DE).

Positive and negative controls were used for each amplification and consisted of a previously known HPV -
positive cervical carcinoma and ultrapure water, respectively. The products were then subjected to
electrophoresis on an 8% polyacrylamide gel followed by a silver stain. Specimens were considered positive
for HPV DNA using the MY09/MY11 and GP57/GP6" primer sets when they presented a 150-bp DNA
fragment. This represents some of the low-risk genotypes (6, 11, 40, 42, 43, 44) or the high-risk genotypes
(16, 18,31, 33, 35, 39,45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68), as described by Jacobs (1995) [20]. Samples that were

amplified using PGMY09/11 were considered HPV-positive if the PCR product was a 450-bp fragment.
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PGMY09/11 consensus primers allowed the detection of more than 30 HPV genotypes as follows: 6, 11,16,
18, 26, 31, 33, 35, 39,40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 1S39,

CP8304, CP6108, MM4, MM7, and MM8 [21].

DNA sequencing

PCR products were purified using the ExoSAP-IT PCR Clean-up Kit (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
SE) and were sequenced using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Capillary electrophoresis was performed in an ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The sequences were analysed using the Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) available online at National Center for Biotechnology Information

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Statistical analysis

Shapiro—Wilk test was used to evaluate data normality. Variables distribution were presented by mean,
standard deviation. Student t test was used to compare the mean of ages between HPV-positive and HPV-
negative individuals. Multiple logistic regression was applied in order to compare HPV status, tumour size,
and nodal involvement with risk factors. The level of significance adopted in all analysis was 5% with a 95%
confidence interval. For the data analysis the Statistical Package for the Social Sciences, version 17 for

Windows (SPSS, Chicago, USA) was used.

Results

DNA from all 19 formalin-fixed paraffin-embedded specimens produced a -globin PCR 509-bp fragment, as
did the majority of the frozen specimens (71 of 82; 85.6%). DNA from 11 frozen biopsies which presented f3-
globin negative were excluded from the subsequent analysis. The reasons for the exclusion were the presence
of degraded and low quality DNA from tiny fragments that could not be resubmitted to DNA extraction and
the existence of PCR inhibitors. Thus, the HPV status was assessed in a total of 68 males and 22 females with
a mean age at diagnosis of 57.9 years (range 30-93 years; standard deviation 12.2 years) and was reported as

either positive or negative. The details conceming the clinical findings and the HPV status of the cases in our
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series are summarized in Table 1. Cases that exhibited HPV -positive status (3/90) were detected by nested
PCR using the MY09/MY11 and GP57/GP6" primer sets, and the frequency of HPV infection was found to be
3.3%. Furthermore, 87 HPV-negative samples where enough DNA was present were also assessed by
PGMY09/11; these samples presented a 100% concordance rate, which ensures the reliability of the previous
results. The sequencing showed the presence of HPV16 in all HPV-positive cases originated from both
formalin-fixed paraffin-embedded (1/19) and frozen tissues (2/71). No difference was observed considering
the sample storage methods. Among the HPV-positive cases, two were heavy smokers and alcoholics males
while the other was a female with no exposure to any of the known risk factors.

All HPV-positive cases were in advanced stage of the disease (III-IV) presenting tumour size (T3/T4) and
lymph node metastasis (N7) at the time of diagnosis. Besides that, there was no significant association among
HPV status and TNM stage as well as gender, alcohol consumption, tobacco use or tumour site (Table 1). The
mean age of HPV-positive patients was 61.0 years, whereas the mean age of the HPV-negative patients was
57.5 years; this difference was not significant (Table 2). In addition, the most used prognostic factors tumour
size and nodal involvement were not associated with alcohol consumption, tobacco use, or HPV infection.

Therefore, these variables could not be considered risk or protection factors in our cohort (Tables 2 and 3).

Discussion

This study presented a cohort with a significant number of patients with oral cavity SCC. Our results
demonstrate that the frequency of high-risk HPV types in oral cavity SCC is very low and is less than 4%. We
believe that this result is significant, as we have assessed a precise anatomical site in our cohort. We have thus
avoided bias related to the differences in the incidence of oral SCC in other sites, especially in the oropharynx
where the prevalence of high-risk HPV has been reported to be high [22, 23]. Tumour sites were validated by
verification of the database and the medical records; in the three HPV-positive cases, the tumours were located
in the tongue and in the alveolar ridge (Table 1). In addition, rigorous efforts were taken to prevent sample
contamination as previously described, which ensures the consistency of our results.

The reported prevalence of high-risk HPV DNA in oral cavity SCC varies widely. A large multicentre study
reported HPV DNA in 4% of 766 oral cancers using the consensus PCR primers GP57/GP6" [24]. Studies

performed in United Kingdom and in the United States analysed large cohorts and found an HPV frequency
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of less than 2% and 5.6%, respectively [25, 26]. Moreover, in India, a study revealed an HPV infection rate of
46% in oral cavity SCC [27] while a meta-analysis published by Termine et al. (2008), in which 62 studies
were analysed, revealed a 38.1% prevalence of HPV DNA in 4,852 oral squamous cell carcinoma biopsy
samples [28].

In Brazil, few studies have been conducted on the frequency of HPV in oral cavity SCC, and the data presented
thus far are also discordant; data show a range of 0-19.2% frequency, which is mostly related to HPV16
infection [13, 16, 29]. Table 4 illustrates some of the consistent publications in recent years that have
considered the frequency of HPV infection in oral cavity SCC.

Thus, to evaluate the involvement of HPV in the genesis of oral cavity SCC, the geographic distribution of the
populations should be considered. Besides, the wide variation in HPV detection rates can be influenced by
other factors, such as sensitivity of the HPV testing method, the coverage of HPV genotypes in the test panel,
sample collection methods as well as sample storage conditions.

The most widely applied HPV detection methods are based on the PCR amplification of viral DNA. In the
current study, we have used three different standard primer sets (MY09/MY11, GP57/GP6" and PGMY09/11)
and nested PCR to detect HPV DNA in head and neck tumours, which increases the sensitivity compared to a
single PCR reaction [30]. Some advantages of the PCR methods used are the high sensitivity to detect more
than 30 HPV genotypes, wide availability, and cost-effectiveness [31]. A weakness of the standard PCR-based
assay is that it can not distinguish oncogenic virus from biologically irrelevant virus because is not possible to
identify integrated or episomal DNA [25, 28, 32]. In addition, PCR techniques have lower specificity compared
with in situ hybridization and are technically troublesome to perform.

Although it is expected that HPV detection rate by PCR is usually higher in frozen tissues, in our study we did
not find difference when we compared it to formalin-fixed paraffin-embedded tumours. Thus, we suggest that
the use of nested PCR, which was adopted to avoid interference of small fragments from DNA degradation
during fixation procedures could confribute to this result. In addition, other studies have used both clinical
specimens and have not observed differences in HPV DNA detection rates using PCR-based methods [13, 25].
Furthermore, Lopes et al., (2011) [25] report that non-quantitative PCR methods, when subject to stringent

quality control measures, such as the methodology adopted in our study, are effective methods to detect HPV
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DNA in those samples.
Studies have reported that patients with oral cavity SCC who do not present with a history of alcohol and
tobacco consumption tend to be younger than patients who smoke and drink alcohol [16, 33]. Thus, the low
frequency of HPV DNA in the present study might be related to the high mean age of our cohort, as no
difference was observed between the mean age of the individuals in the HPV-positive and HPV-negative
groups. Moreover, most of our cases presented with an advanced stage of the disease and a history of long and
intense exposure to known risk factors. Furthermore, no differences were observed among the anatomical
subsites, tumour size, presence of lymph node metastasis and TNM stage among the HPV-positive and HPV-
negative cases.
Furthermore, the frequency of HPV in our study is too close to the HPV DNA rates found in healthy
individuals. The natural history of HPV infection has been extensively investigated in epidemiologic studies
by PCR-based methods, HPV serology and DNA/RNA in situ hybridization [25, 34]. A review about
epidemiological investigation on oral HPV prevalence in healthy individuals, published by Shigeishi &
Sugiyama (2016), reported that HPV frequency in saliva of healthy individuals have shown low and variable
rates in a period of time, which is related to each patient's immune response and can, therefore, be inconstant.
In addition, rates of oncogenic HPV infection in the oral cavity of healthy people are also known to be low
(around 2%) and the natural history of HPV in this anatomical site shows HPV acquisition is a rare event
compared to genital or anal infections [35, 36].
Data from a database in the USA shows a reduction in tobacco use over the last several decades [37]. Although
HNSCC is closely linked to tobacco and alcohol use, its increasing incidence indicates that HPV16-related
HNSCC arises in the oropharynx [24, 33, 38]. In contrast, the incidence of oral cavity SCC has declined
significantly between 1973 and 2004 at a yearly rate of 1.85% [39], which suggests that HPV is not related to
oral carcinogenesis. These results are reinforced by the variation in the frequency of HPV DNA, as

demonstrated in this work and in other studies [40—44].

Conclusion
In conclusion, in the current study, we observed an overlapping pattern of the risk factors tobacco and alcohol;

this along with the low frequency of HPV DNA, supports the evidence that HPV is not involved in the
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development of oral cavity SCC in Brazilian population.
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Tables

Table 1 Association of clinical findings and HPV status in oral cavity SCC (n = 90).

HPV
oo i OR 0, ) sk
Positive Negative (dsted) 95% CI p-value
n (%) n (%)

Gender

Male 2 (66.6) 66 (75.9) 1 - -

Female 1 (334 21 (24.1) 3.023 (0.135 - 67.544) 0.485
Tumour site

Tongue 2 (66.7) 47 (54.0) 1,07E+08 0 0.988

Floor of the mouth 0 (0.0) 22 (25.3) 1 - -

Others® 1 (33.3) 18 (20.7) 2,07E+08 0 0.998
Alcohol Consumption

No 1 (33.3) 37 (43.0) 1 - -

Yes 2 (66.7) 49 (57.0) 2.446 0 0.637
Tobacco Consumption

No 1 (33.3) 39 (45.3) 1 - -

Yes 2 (66.7) 47 (54.7) 1.993 (0.045 - 88.793) 0.722
TNM Stage

31 0 (0.00 28 (329 1 - -

oIV 3 (100.0) 57 (67.1) 1,30E+08 0 0.998

Reference category of the dependent variable - HPV negative;

OR - Odds Ratio; CI - Confidence interval; **. Multiple logistic regression (Adjusted to all variables)
3Palate, retromolar trigone, gum, buccal mucosa, alveolar ridge.

Data unknown: alcohol consumption - 1; tobacco consumption - 1; TNM stage - 2.

Table 2 Comparison of the ages of the patients with HPV-positive and HPV-negative
oral cavity SCC.

HPV n Mean STD® CI (95%) p
Negative 87 57.5 12.0 54.91-60.09 —
Positive 3 61.0 16.0 46.00-79.00 '

IStudent t test.

*STD, Standard deviation.
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Table 4 Prevalence of HPV in oral cavity SCC.

No.of HPV
Author / Year Country cases (%) Samples Methods

Kzagl“znagak“m ctial[16] Brazil 114 192  FFPE GP57/GP6™
A;ﬁelr eeal. [49] Sweden 87 780 FFPE  GP57/GP6"
Lopes et al. [25] United " + +

et Kingdom 118 <20 FT/FFPE  GPSTGPS
Termine et al. [41] Nested PCR?

2012 Italy 83 12.1 FFPE PGMY09/11
Smith et al. [42] GP57/GP6™

2012 L 130 94  FFPE  pony09/11
Lfg lezt . [34] Taiwan 173 380 FFPE  MYI11/GP6"
Dz“g g el 4] Belgium 147 442  FFPE GP5/GP6”
Lingencetal. [20] USA 409 59  FFPE SPF10

2013
G;’(;lf;lez'Ram“eZ etk [44] Mexico 80 5.0 FT Nested PCR*
L;’gfj etal: [13] Brazil 121 6.6 FI/FFPE PGMY09/11

X 2

Chakrobartysetal. [27] India 83 46.0 FT MY09/MY 11

2014

*Nested PCR, MY09/11 and GP57/GP6".
YFT, frozen tissue.
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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 avaliacdo ao
periddico Archives of Oral Biology em 08 de janeiro de 2020, conforme figura 17, e
aceito para publicacdo em 01 de maio de 2020. Na submissao, a classificacao de
acordo com o Qualis CAPES era B2 na &rea de Biotecnologia (Figura 17), e

atualmente a classificacdo é Al de acordo com o novo Qualis CAPES,
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Figura 17. Comprovante de submissdo do artigo “Human Papillomavirus E6/E7 mRNA
detection by in situ hybridization in oral cavity squamous cell carcinoma” para o periédico

Archives of oral biology (A) e Classificacdo no Qualis Capes, na area de Biotecnologia (B).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the application of in situ hybridization using E6/E7 mRNA probes
to identify the frequency of high-risk HPV transcriptionally active and the use of HPV status as a prognostic bio-
marker in oral cavity squamous cell carcinoma (OCSCC).

Methods: Ninety-nine OCSCC samples were evaluated from Hospital Santa Rita de Cassia, Hospital Universitirio
Cassiano Anténio de Moraes and University Hospitals Coventry and Warwickshire NHS Trust. After tissue mi-
croarray construction, the slides were submitted to an in situ hybridization detection method for HPV E6/E7
mRNA. HPV status was designated a binary classification. Multiple logistic regression examined the association
of HPV with clinical features and other risk factors, using SPSS® software. For all hypothesis tests, a significance
level of p<0.05 was considered.

Results: HPV frequency in oral squamous cell carcinoma was 8 %. There was no association between HPV and
clinical variables and between the main prognostic features and known risk factors. There was no difference in
the prevalence of HPV for oral cavity squamous cell carcinoma by geography (Brazil vs UK).

Conclusions: A low frequency of E6/E7 mRNA by RNA in situ hybridization was found in oral cavity squamous
cell carcinoma, which supports the evidence that HPV-driven cancer of the oral cavity is uncommon.

Keywords:

High risk human papillomavirus
Head and neck cancer

RNA in situ hybridization
HPV-driven cancer

1. Introduction

Human papillomavirus (HPV) is an established cancer risk factor
for a subset of head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Con-
sidered a distinct entity in oropharyngeal squamous cell carcinoma,
HPV-positive tumours show better responses to therapeutic modalities
and better overall and disease-free survival, reflecting a more favourable
prognosis, compared to HPV-negative tumours (Ang et al., 2010; Ukpo
et al., 2011).

Although some studies have revealed presence of HPV DNA in oral
cavity squamous cell carcinoma (OCSCC) (Hauck et al., 2015; Hubbers
& Akgul, 2015; Termine et al., 2008), viral participation on oral car-
cinogenesis remains unclear, due to the lack of molecular evidence.
The presence of HPV DNA does not mean that the virus is biologi-
cally active. Some studies associate oral cavity tumour development
with chronic inflammatory processes induced by the virus, as a result
of inflammation stimulus by activation of cellular response to elim-
inate pathogens, producing cytokines, chemokines, prostaglandins,

Abbreviations: HPV, Human papillomavirus; OCSCC, oral cavity squamous cell carcinoma; HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma; TMA, tissue microarray; OS, Overall Sur-
vival; DFS, Disease-Free Survival; ISH, in situ hybridization; FFPE, Formalin-Fixed paraffin-embedded.
+ Corresponding author at: Programa de Pés-graduagido em Biotecnologia, Centro de Ciéncias da Satide - Universidade Federal do Espirito Santo, Av. Marechal Campos, 1468 Maruipe,
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growth factors and other molecular signals. Those signals provide a pro-
pitious environment to accumulate mutations in epithelial cells, which
contributes to cellular proliferation and migration viability. In addition
to being independently associated with HNSCC, chronic inflammation
may have a synergistic effect with other carcinogens, increasing the risk
of cancer (Hubbers & Akgul, 2015; Tezal, 2012).

HPV-induced carcinogenesis is associated with the loss of cell-cycle
regulation frequently observed in persistent high-risk oncogenic HPV in-
fections. In these persistent infections, the viral DNA that should remain
in episomal form integrates into the host cell DNA. During this step, the
viral DNA is cleaved in the E1/E2 gene region, which affects the tran-
scriptional control exerted by E2. Since the E2 gene product is respon-
sible for E6 and E7 oncogenes transcription regulation, loss of control
leads to increased expression of these oncoproteins. E6 binds to p53 pro-
tein, a tumour suppressor gene that induces apoptosis pathways and re-
pairs DNA damage, promoting its degradation by the proteasome. E7
binds to pRB, inhibiting its activity and releasing the transcription factor
E2F, which promotes DNA replication and cell proliferation. Inactiva-
tion of pRB leads to overexpression of pl6, expression of which is con-
trolled by negative feedback by pRB. Furthermore, E6 oncoprotein can
activate telomerase expression, which results in a cell with unlimited
replicative potential. Therefore, E6 and E7 proteins have a crucial role
on HPV-induced carcinogenesis (Ferraz, Beatriz, Santos, & Discacciati,
2012; Hanahan, Weinberg, & Francisco, 2000; Oguejiofor et al, 2013;
Pannone et al., 2012; Simonato & Miyahara, 2007; Souto, 2005).

In this context, the TNM Classification of Malignant Tumours 8th
edition, which is the staging system published by the Union for Inter-
national Cancer Control in 2017 (Brietley, Gospodarowicz, & Wittekind,
2017), included in the staging of oropharyngeal tumours, HPV status as
a prognostic factor, as determined by expression of p16 protein. The in-
crease of the p16 protein detected by immunohistochemistry (IHC) is a
surrogate marker to HPV presence. This classification has been validated
only for oropharynx and does not include oral cavity tumours (Brierley
et al., 2017). In addition, it is estimated that approximately 20 % of the
pl6-positive tumours may not be HPV-positive, and may not be suffi-
cient to detect biologically relevant HPV infection or even confirm the
presence of HPV in these tumours (Mills, Dirks, Poulter, Mills, & Stoler,
2017; Nauta et al., 2018).

Based on this fact, the use of RNA-based reverse transcriptase
(RT)-PCR currently has been considered the gold standard for HPV de-
tection. It allows E6/E7 mRNA detection, demonstrating that HPV is not
simply present in the tumour, but is biologically relevant and transcrip-
tionally active, playing a role in carcinogenesis. However, in order to
access the nucleic acids, the tissue architecture is destroyed, and techni-
cal expertise are required.

Thus, recently, a technology based on in situ hybridization using
RNA probes (RNAscope®) has emerged as a more sensitive technique to
identify mRNA from E6 and E7 oncogenes, using Formalin-Fixed paraf-
fin-embedded (FFPE) tissue, which is already used in routine clinical
practice. Besides, the tissue context is preserved, allowing the exact lo-
cation of the infected cell. In addition, the interpretation could be per-
formed by pathologists with a light microscope (Mirghani et al., 2015;
Wang et al., 2012).

The aim of this study was to evaluate the application of the tech-
nique of in situ hybridization, using E6/E7 mRNA probes to identify the
frequency of high-risk HPV transcriptionally active in OCSCC and its ap-
plication as a prognostic marker.
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2. Materials and methods
2.1. Patients

This is a multicentric observational longitudinal prospective analyti-
cal study conducted at two Brazilian centres, Hospital Santa Rita de Cas-
sia and Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes, both located
in Espirito Santo, and University Hospitals Coventry & Warwickshire,
located in the United Kingdom. This study was approved by the clini-
cal centre ethics committees and by the National Commission on Ethics
in Research (Centro Integrado de Atencao a Satide, Vitéria, ES - Process
318/2011; and NRES Committee West Midlands — Coventry & Warwick-
shire - EC.10.H1210.9). Each patient gave written consent prior to their
participation in the study.

Ninety-nine cases of OCSCC diagnosed between 2011 and 2015 were
enrolled in this study, consisting of 51 cases from Brazil and 48 from
United Kingdom. The inclusion criteria were patients who had not
undergone any previous antineoplastic treatment and had at least 24
months follow-up or death. During follow-up, data such as treatment
response and relapse were analysed. Oral cavity classified in subsites
according to the International Classification of Diseases (ICD-10) ver-
sion 10 as follows: tongue (C02.0-C02.3, C02.8, C02.9), gingiva (C03.0,
C03.1, C03.9), floor of mouth (C04.0, C04.1, C04.8, C04.9), hard palate
(C05.0), cheek (C06.0), vestibule of the mouth (C06.1) and retromolar
area (C06.2).

Clinical and pathological data (i.e., age, gender, tumour subsite,
TNM stage, alcohol consumption and tobacco exposure) were obtained
by interview and from the medical records. The clinical stage of the tu-
mours was categorized as early (stages I and II) or advanced (stages III
and V), and all tumours were classified according to the TNM classifi-
cation system 8th edition (Brierley et al., 2017). Formalin-fixed paraf-
fin-embedded (FFPE) tumour blocks were retrieved from the Pathol-
ogy archives at centres and all cases were reviewed by an experienced
pathologist.

2.2. Tissue microarray

Hematoxylin and eosin (HE) stained slides were scanned on the
Panoramic Digital Slide Scanner platform (3DHISTECH Ltd., Hungary),
and the images were assessed using the Pannoramic Viewer software for
Windows (version 1.15 3DHISTECH Ltd., Hungary). Three of represen-
tative tumour areas were selected for each case using the TMA tool from
the Pannoramic Viewer software. Then, the donor blocks were inserted
into the TMA Master II (3DHISTECH Ltd., Hungary) and scanned. Slides
images with selected TMA areas were aligned to images of the blocks
using TMA Master II software (3DHISTECH Ltd., Hungary). Cylindrical
fragments with 0.6 mm of diameter were obtained and 1 mm thick cylin-
drical fragments were removed and inserted into a receptor block in an
automated system (TMA Master II, 3DHISTECH Ltd., Hungary) at the
Nottingham Health Science Biobank, UK. Subsequently, receptor blocks
were sectioned on a microtome to obtain 3 um thick sequential histolog-
ical sections arranged on polarized slides (StarFrost® Advanced Polycat,
Braunschweig, Germany).

A validation set was performed to assess correspondence among
whole section staining and TMA core staining. For validation, a whole
section from 10 tumours was stained and scored, then, scores of whole
sections and their corresponding TMA cores were compared. After
method validation, the TMA was adopted due to its advantages, such as
uniformity of reactions, time saving and uniform optimization of the use
of antibodies, reagents and tissues.
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2.3. RNA-ISH for high-risk - HPV mRNA

Detection of high-risk HPV E6/E7 mRNA was performed using the
HR-HPV RNAscope® version 2.0 (Advanced Cell Diagnostics, Hayward,
CA) according to manufacturer’s instructions. TMA sections were de-
paraffinized, pre-treated with heat and protease before hybridization
with target-specific probes for the E6 and E7 genes of seven high-risk
HPV genotypes (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -52 and -58). Ubiquitin C
(UBC, a constitutively expressed endogenous gene) and a bacterial gene
(dapB) were used as positive and negative reaction controls, respec-
tively. A slide with HeLa cells was used as HPV positive control. After
incubation with preamplifier, amplifier and label probe, TMA sections
were incubated with 3,3’-Diaminobenzidine (DAB) and counterstained
with Gill's Haematoxylin.

2.4. Microscopic evaluation

Two pathologists were trained, and the calibration was executed by
scoring three test TMAs, with a minimum agreement level of 80 % be-
tween observers.

RNA-ISH for high-risk HPV was scored in 40 X magnification using
a binary classification (positive vs. negative). Punctate brown staining,
located in cytoplasm and/or nucleus and present in at least one tumour
cell core, was identified as positive staining. HeLa cells were used as
reference for positive staining for high-risk HPV, and the dapB-stained
slides as reference for no staining (Mirghani et al., 2016).

Positive control staining (UBC) was considered adequate if it showed
a strong staining in more than 75 % of cells in the section, while nega-
tive control (dapB) was considered adequate if negative or weak stain-
ing were found. Otherwise (UBC < 5 dots per cell), the sample was clas-
sified as having insufficient RNA quality.

2.5. Statistical analysis

The statistical software SPSS version 20 for Windows (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, USA) was used for data analy-
sis. The Chi-square and Fisher’s exact probability tests were used to
compare clinicopathological characteristics according to HPV detec-
tion and probability of survival, recurrence or death. Overall Survival
(OS) and Disease-Free Survival (DFS) were estimated and compared us-

Archives of Oral Biology xxx (xxxx) xxx-xxx

ing the Kaplan-Meier method and log-rank tests, respectively. The ac-
ceptable level of statistical significance was set at p < 0.05.

3. Results

HPV status was assessed in 77 men and 22 women, with a mean age
of diagnosis of 60.5 years (range 32-98 years; standard deviation 12.55
years). The details concemning the clinical features and the HPV status
of the evaluated cases are summarized in Table 1.

HPV positivity was identified in 8 % of the samples (8/99) using
RNA in situ hybridization, indicating the presence of transcriptionally
active high-risk HPV. The profiles assessed in this study are depicted in
Fig. 1. Of these, the majority were men (6 out of 8, 75 %), current smok-
ers (6 out of 6, 100 %) and alcohol consumers (5 of 6, 83.3 %). The
oral tongue was the most frequent HPV-positive subsite (6 of 8, 75 %).
Advanced clinical staging without relapse (5 of 8, 62.5 %) was predom-
inant in HPV-positive tumours.

In addition, there was no significant association between HPV sta-
tus and gender, tumour subsite, TNM stage, alcohol and tobacco con-
sumption, death or relapse (Table 1). The prognostic variables, such as
tumour size and nodal involvement, were not associated with HPV sta-
tus or alcohol and tobacco consumption. Thus, these known risk factors
were not associated with T and N OCSCC staging in this study (Table
2). Considering the origin of the samples, no differences were observed
in the prevalence of HPV for oral cavity squamous cell carcinoma from
Europe (UK) and Latin America (Brazil). The OS and DFS p-log rank,
obtained using the Kaplan-Meier method and log-rank tests, were 0.892
and 0.954, respectively (Fig. 2). Therefore, the survival analysis indi-
cated that HPV was not related to overall or disease-free survival and,
therefore, could not be considered a prognostic biomarker in OCSCC.

4. Discussion

In this study, the frequency of biologically active HPV infection in
OCSCC was 8 % detected by E6 and E7 oncoprotein mRNA. Although
the HPV frequency in this study is low, when compared to our previ-
ous one (Abreu et al., 2018), we observed a higher frequency of virus
detection using mRNA-ISH in an anatomical site where HPV-causation
is considered unusual. In our previous studies, HPV DNA from OCSCC
assessed by polymerase chain reaction showed a frequency lower than

Table 1
HPV detection by RNA in situ hybridi and its with clinical features and risk factors.
Clinical Features Negative Positive OR (Adjusted) 95 % CI p-value**
n (%) n (%)
Gender Male 71 78.02 6 75.00
Female 20 21.98 2 25.00 2.20 (0.12-39.78) 0.592
Tumour Site Tongue 66 72.53 6 75.00 0.85 (0.05-13.55) 0910
Floor of mouth 8.79 1 12.50 3.40 (0.08-139.24) 0.518
Others® 17 18.68 1 12.50 1.00 - -
TNM Stage 71 38 43.68 3 37.50 1.60 (0.11-24.26) 0734
ny/v 49 56.32 5 62.50 1.00 - -
Tobacco consumption Yes (former/current) 58 81.69 6 100.00 1.00 - -
No 13 18.31 0 0.00 0.00 0 0.999
Alcohol consumption Yes (former/current) 42 68.85 5 83.33 1.00 ot =
No 19 31.15 1 16.67 0.80 (0.04-16.41) 0.885
Death Yes 40 45.98 4 50.00 1.00 - -
No 47 54.02 4 50.00 1.64 (0.14-19.21) 0.696
Relapse Yes 28 36.36 3 37.50 1.06 (0.09-12.81) 0.965
No 49 63.64 5 62.50 1.00 - -

Reference category of the dependent variable HPV -.

OR, Odds Ratio; CI, Confidence Interval; *Multiple logistic regression (Adjusted to all variables).

*Gingiva, hard palate, cheek, vestibule of the mouth and retromolar area.

Unknown Data: TNM stage - 4; Tobacco consumption - 22; Alcohol consumption - 32; Death - 4; Relapse - 14.
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cell carei Positi

Fig. 1. RNA in situ hybridization for E6/E7 mRNA detection in oral cavity sq

mic staining (A). RNA ISH in HeLa Cells (HPV control) confirms the E6/E7 mRNA detection effe

HPV E6/E7 mRNA ISH, with punctate, brown, nuclear and cytoplas-
(B). Dihydrodipicoli d (dapB) ISH (negative control) showing no

staining (C). Ubiquitin C (Ube) ISH (positive control) confirms RNA quality (D). Original magnification: 40 X .

3 %, reflecting the wide worldwide frequency variation in these tumours
(Abreu et al., 2018; Mehanna et al., 2012).

HPV frequency has been found to be quite varied in the oral cavity.
For example, HPV frequency in the oral cavity of healthy individuals
varies from 2 to 8 %, with a higher prevalence in men than in women,
and strongly related to sexual behaviour, immunodeficiency and smok-
ing habits (Hubbers & Akgul, 2015; Shigeishi & Sugiyama, 2016). In po-
tentially malignant oral disorders, studies report an HPV positivity in-
crease in relation to healthy individuals, with a frequency of 20-64 %,
while oral cancer shows a wide variation. This could indicate HPV in-
fection as a potential etiological factor of these oral disorders and can-
cer (Chen & Zhao, 2017; Hubbers & Akgul, 2015; McCord et al., 2013;
Syrjdnen et al., 2011).

In addition, HPV-positive oral cancer does not have a better prog-
nosis than HPV-negative oral cancer unlike oropharyngeal cancer. Thus,
either the mechanism of HPV causation is different or current treat-
ment is not better in HPV-positive than in HPV-negative tumours, which
could explain the HPV frequency variation between oral and oropha-
ryngeal cancer. In part, this could be related to the use of varied de-
tection methodologies, considering that most of these studies applied
DNA-based HPV detection techniques.

The in situ hybridization technique using RNA probes, applied in this
study, can detect a transcriptionally active HPV, through E6/E7 mRNA
detection in FFPE tissue. Thus, the application in slides with tissue sec-
tions makes HPV detection simpler in comparison to the gold standard,
qRT-PCR (Ukpo et al., 2011).

Studies have reported high sensitivity and specificity for HPV detec-
tion by ISH-RNA. Schache et al. demonstrated 97 % sensitivity and 93
% specificity comparing it with qRT-PCR as reference method (Schache
et al., 2013). Ukpo and colleagues reported agreement of more than
96 % between strong p16 staining and HPV RNA-ISH in the evaluated
oropharyngeal tumours. HPV DNA-ISH was also used by this group,
with 15.4 % of cases being DNA-ISH negative but RNA-ISH positive.
Also, 2 cases were DNA-ISH positive but RNA-ISH negative, which

may indicate a non-active transcriptional HPV (Ukpo et al., 2011).
Bishop and colleagues reported high concordance rate among p16 ex-
pression, HPV DNA-ISH and RNA-ISH (Bishop et al., 2012). Thus, HPV
detection by RNA-ISH has been shown to be a good alternative for HPV
detection, with high sensitivity and specificity, in addition to agreement
with p16 expression, which has already been used for oropharyngeal tu-
mour staging (Brietley et al., 2017).

The main importance of this technique is the applicability in clini-
cal routine, since FFPE tissue is already used in clinical practice, mak-
ing it possible to compare molecular and histopathological information
and improve data interpretation (Wang et al., 2012). However, it is still
a costly technique. In our study, the cost was reduced by using tissue
microarray, allowing evaluation of several samples on a single slide.
RNAscope® shows several advantages besides clinical routine applica-
tion, such as: tissue preservation, which allows a morphological corre-
lation (1); direct RNA visualization in FFPE tissue (2); high sensitivity
to single RNA molecules and single cell resolution, allowing highly sen-
sitive and specific in situ RNA analysis of any biomarker in a routine
clinical sample (3); identification of transeriptionally active HPV, that
is, a biologically relevant HPV infection (4); amplifies specific studied
target signals without amplifying the background, showing a result with
less noise and nonspecific staining (5). RNAscope® technology repre-
sents a significant advance in the methodology of in situ hybridization
using RNA probes (Bishop et al., 2012; Schache et al., 2013; Ukpo et al.,
2011; Volpi et al., 2018; Wang et al., 2012, 2014).

5. Conclusions

This study represents the first implementation of the E6/E7 mRNA
by RNA in situ hybridization in Latin America (Brazil), which proved
to be a promising technique for the detection of high biologically ac-
tive HPV. In addition, we observed a low frequency of E6/E7 mRNA
by RNA in situ hybridization in the analysed population, which indi-
cates a low frequency of transcriptionally active HPV in OCSCC. This re-



Table 2
Association of prognostic features and risk factors.

Tumour size OR (Adjusted) 95 % CI p-value** Nodal involvement OR (Adjusted) 95 9% CI p-value**
T1/T2 T3/T4 NO N+
N (%) n (%) n (%) n (%)
HPV status Negative 49 90.74 38 92.68 1.00 - - 53 92.98 29 87.88 1.00 - -
Positive 5 9.26 3 7.32 0.74 (0.09-5.78) 0.770 4 7.02 4 1212 1.20 (0.10-14.53) 0.884
Tobacco consumption Yes (former/current) 30 76.92 33 91.67 1.00 - - 39 84.78 21 80.77 1.00 - -
No 9 23.08 3 8.33 0.00 0 0.999 7 15.22 5 19.23 0.80 (0.15-4.26) 0.797
Aleohol consumption Yes (former/current) 21 63.64 25 75.76 1.00 - - 29 70.73 16 69.57 1.00 - -
No 12 36.36 8 24.24 0.88 (0.24-3.15) 0.842 12 29.27 7 30.43 0.98 (0.28-3.44) 0.970

Reference category of the dependent variable Tumour size - ; Reference category of the dependent variable Nodal involvement -.
OR 0Odds Ratio, CI Confidence Interval; **Multiple logistic regression (Adjusted to all variables).

2NO - absence of lymph node metastasis; N+ — lymph node metastasis.

Unknown data: Tumour size - 4; Tobacco consumption - 22; Alcohol consumption - 32; Death - 4; Relapse - 14.
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Fig. 2. Kaplan Meier estimates of survival among patients with oral cavity squamous cell carcinoma, according to HPV status. (A) Overall survival. (B) Disease-free survival.

sult supports the evidence that oral cavity is an uncommon anatomical
site for HPV-driven cancer.
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6 CONCLUSOES

A partir das analises realizadas e resultados obtidos, foi possivel concluir que:

Neste estudo, o pl6 ndo se mostrou um bom biomarcador de prognostico ou
progressdo. Além disso, a expressdo desta proteina ndo mostrou ser indicativa de
infeccdo por HPV em CE oral, e desta forma ndo ha evidéncias que justifiguem o
uso do pl6 como forma indireta de se detectar o HPV na cavidade oral. Porém, foi
observada relacdo entre os pacientes com tumores pl6-negativos e HPV-negativos,
0 que pode indicar que um paciente pl6-negativo tem grandes chances de nao
apresentar infeccdo por HPV, podendo ser utilizado como uma importante
ferramenta para rastreamento, uma vez que tem baixo custo e pode ser facilmente

implantado na rotina clinica.

O EGFR mostrou relacgédo significativa entre tamanho do tumor e a sua expresséo, o
que poderia indicar sua aplicacdo como biomarcador de progressdo. Porém, esta
hipétese ndo foi confirmada ao comparar médias de expressdo nos segmentos
epitélio adjacente, displasia e tumor, o que leva a acreditar que EGFR nao teria
aplicacdo nem como biomarcador de prognéstico e nem como biomarcador de
progressdo. Porém, a relacdo entre tumores de maiores dimensdes e alta expressao
de EGFR confirma que o uso do EGFR como alvo terapéutico é justificavel. A
expressdo de EGFR ndo mostrou relagdo com os tumores HPV-negativos da
cavidade oral e, portanto, ndo pode ser utilizado para predizer auséncia da infeccao
por HPV neste sitio anatdmico.

A hibridizacao in situ utilizando sondas de RNA E6/E7 parece ter maior sensibilidade
gue a PCR convencional. Os resultados desta pesquisa mostraram existir uma
correlacdo fraca entre a expressao de pl6 e a deteccdo de RNAm E6/E7 HPV por
hibridizagao in situ. Isto indica que a utilizagdo isolada da expressao do pl6 para
prever infeccdo por HPV pode ndo ser a melhor opgéo para a deteccdo do virus e,
por detectar HPV transcricionalmente ativo, a associacdo com a hibridizacdo in situ
utilizando sondas de RNA se torna uma opg¢ao mais precisa, jA que nem sempre um

paciente p16-positivo € um paciente HPV-positivo.
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Adicionalmente, a frequéncia 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 sitio anatdmico incomum para o HPV e que possivelmente
essa infeccdo ndo seja um fator de risco determinante para o desenvolvimento do

carcinoma epidermoide oral.

Ao estratificar os pacientes com CE orofaringeo em grupos de risco, considerando o
status HPV, se observa que os pacientes com infeccdo por HPV responderam de
forma semelhante aos pacientes com baixo consumo de tabaco, sendo todos
incluidos no grupo de baixo risco. Porém, a baixa quantidade de pacientes HPV-
positivos em CE orofaringeo limita melhor exploracéo destes resultados.

A frequéncia em CE orofaringeo também nado foi tdo expressiva quanto as
frequéncias encontradas em varios outros estudos mundialmente, o que pode indicar
que para os pacientes deste estudo, o HPV ainda néo é fator causal predominante
para o desenvolvimento do CE orofaringeo, como é em outros paises. No Brasil, os
habitos tabagista e etilista tém uma forte relacdo para a origem de CE oral e

orofaringeo.
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7 PERSPECTIVAS

Acreditamos que seja necessaria a continuidade deste trabalho, com um estudo de
sensibilidade e especificidade da hibridizacdo in situ utilizando sondas de RNA,
tendo como padrao a técnica que € considerada o padrdo-ouro para a deteccao de
HPV, a RT-gPCR. Além disso, priorizar as andlises com um grupo de pacientes
HPV-positivos maior, para fidelizar os resultados do impacto da infeccdo na

sobrevida dos pacientes e resposta ao tratamento radioquimioterapico.

Assim, poderemos ter respostas quanto a sensibilidade e especificidade da detecc¢éo
de HPV por ISH-RNA comparada a deteccdo por RT-gPCR, o que sustentaria a
aplicacdo na rotina clinica associada a imuno-histoquimica do pl16. A aplicacdo
associada da deteccdo do HPV por ISH-RNA com a imunohistoquimica do pl6
resolveria o viés derivado da porcentagem de tumores pl6-positivos que ndo sao
HPV-negativos, gerando resultados mais fidedignos e melhor rastreio pelos servigos
de oncologia clinica, radioterapia e cirurgia de cabeca e pescoco.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETIQA EM PESQUISA DO CENTRO
INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE

Comité de Etica em Pesquisa - CIAS
CENTRO INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE
Unimed Vitéria

-

Vitoria, 27 de junho de 2011.
Projeto No: 318/2011
Parecer: 21/2011 [_Inicial <] Conclusao

Titulo: Estudo de Céancer de Cabega e Pescogo no Brasil

Instituigdo: Hospital Santa Rita de Cassia
Pesquisador: José Roberto V de Podesta

Grupo e Area Tematica Especial: 1A

Prezado Pesquisador

Apbs o recebimento e apreciacdo do projeto e das respostas as pendéncias formuladas, seguem as

observagdes deste Comité:

1. Adequar os objetivos de acordo com hipéteses formuladas em linha com a justificativa do projeto.

Parecer do CEP: pendéncia atendida

2. Incluir, na metodologia os critérios de selegéo (incluséo e excluséo) amostral assim como caracteristicas
outras que sejam pertinentes. Explicitar, ainda na metodologia, o estudo piloto, e sua metodologia.
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. O estudo piloto n&o foi contemplado na metodologia, mas é citado na

pagina 17.

3. Justificar auséncia do calculo amostral
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. E citado na pagina 10 (metodologia) que a amostra sera de

conveniéncia.

4. Adequar o TCLE a CNS 347/05 de Janeiro 2005 e incluir campos para identificagao de quem aplicou o
TCLE. E direito inalienavel do sujeito de pesquisa saber ou n&o querer saber sobre seus resultados de
exames realizados em sua propriedade bioldgica, tenha ou néo aplicabilidade clinica. Pede-se, portanto, para
rever a informagao sobre o tema no TCLE.

Parecer do CEP: pendéncia atendida. TCLE devidamente adequado e, sobe nossa avaliagao, dentro dos

critérios éticos e alinhados com a resolugao 196/1996 e suas complementares.
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Unimed Vitéria

5. Corrigir o cronograma
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Cronograma corrigido.

6. Incluir Declaragoes de Infraestrutura de todas as instituices hospitalares participantes, inclusive a do
Hospital que assina a Folha de Rosto.
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Declaragdes entregues.

7. Informar no dossié se as amostras biologicas permanecerdo identificadas e no pais ou se serdo exportadas
e/ou desvinculadas dos respectivos sujeitos.
Parecer do CEP: pendéncia atendida

CONCLUSAO

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa acima citado, foi considerado:

APROVADO

E parecer desse comité que o referido projeto e demais documentos apresentados, atende aos
aspectos da Resolugdo CNS 196/96 e complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos. Estamos aguardando o parecer final da CONEP.

Foram aprovados os seguintes documentos:

» Projeto de pesquisa versao de 1° de abril de 2011;
» Declaragéo de infraestrutura versao 27 de abril de 2011;

» Respostas as pendéncias versao 27 de abril de 2011;

O primeiro relatorio de andamento do projeto devera ser encaminhado a este CEP até o dia 27 de
dezembro de 2011.

Atenciosamente,

P

e
= R

AT PV

Dr. Alvarm aodw&_@wm de Morais

Coordenadmitém%!&n Pesquisa em
Seres Humanos do CIAS

~—/%
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ANEXO B - PARECER DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE DA COMISSAO

NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

7

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N°. 681/2011
Registro CONEP 16525 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE - Nao ha CAAE ou n° de Folha de Rosto Processo n°® 25000.098091/2011-05
Projeto de Pesquisa: "Estudo de Cancer de cabeca e pescoco no Brasil'. Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido de 10/04/2011.

Pesquisador Responsavel: José Carlos de Oliveira

Instituicdo: ACCG/Instituto Ensino e Pesquisa/Hospital Araujo Jorge (1° CENTRO
BRASILEIRO)

CEP de origem: CEP - ACCG - Instituto de Ensino e Pesquisa/GO

Area Temadtica Especial: Genética humana

Patrocinador: Nao informado.

Sumario geral do protocolo

O cancer de cabeca e pescoco compreende um grupo de neoplasias que surgem
na cavidade oral, faringe e laringe. E o sexto tipo de cancer mais comum em todo o
mundo, representando cerca de 6% dos casos de cancer. Em todo o mundo, mais de
500.000 novos casos e 300.000 obitos por cancer de cabeca e pescoco sao estimados
para ocorrer a cada ano. Este meio milhao de casos inclui 262.700 canceres da cavidade
oral, 117.200 canceres de faringe e 169.600 canceres da laringe. As taxas de incidéncia
padronizadas sao 15,3 e 4,5 por 100.000 homens e mulheres, respectivamente. As taxas
de incidéncia no Brasil sdo cerca de 22,1/100.000 e 3,3/100.000 para homens e mulheres,
respectivamente.

O tratamento primario varia de acordo com a localizacao anatomica e estadio da
doenca. Para a maioria dos tipos de cancer diagnosticados em estadios iniciais, a
resseccao cirurgica € a principal modalidade de tratamento. No entanto, para certos sitios
anatomicos, como as amigdalas, a base da lingua e o assoalho da boca, bem como para
todos os canceres localmente avancados, radioterapia € usada, isolada ou combinada
com cirurgia. A quimioterapia pode ser utilizada em associagcao com a radioterapia. No
entanto, no Brasil, a taxa de sobrevida em 5 anos ainda é inferior a 50%.

Publicacoes recentes sugerem um papel para infeccao por HPV na sobrevida dos
pacientes com cancer de cabeca e pescoco (ver abaixo secdo sobre HPV). Os
Polimorfismos genéticos nos genes de reparo do DNA, os genes do ciclo celular, o
metabolismo carcinogénico, e vias de genes do fator de crescimento foram analisados em
relacao a progressao e sobrevida de pacientes com cancer de vias aerodigestivas
superiores (VADS). Polimorfismos nos genes XRCC1, FGFR e CCND1 foram associados
com a sobrevida em pacientes com canceres das VADS em pelo menos 2 estudos. No
entanto, Hopkins et al criticou que esses estudos eram pequenos (<300 casos), muitas
vezes tinham descricoes inadequadas da populacao em estudo, nao consideraram as
comparacoes multiplas de forma apropriada e podiam estar sujeitos a viés de publicacao.
Assim, nao existem no momento estudos de seguimento de pacientes com cancer de
cabega e pesco¢o, que permitam a avaliacao simultanea do papel do fumo, alcool, HPV,
genética e tratamento
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Cont. Parecer CONEP n°. 681/2011

Situacao: Protocolo aprovado com recomendacéo.

OBS: No Brasil, além do centro em tela, esta prevista a participacao dos seguintes centros: Hospital
do Cancer de Barretos/SP (Dr. André Lopes Carvalho/CEP do Hospital Cancer Barretos); Hospital Erasto
Gaertner/PR (Dr. Gyl Henrique Albrecht Ramos e Dra. Paola Pedruzzi/CEP do Hospital Erasto Gaertner);
Hospital A C Camargo/SP (Dr. Luiz Paulo Kowalski e Dr. Mauro Kasuo lkeda/CEP do Hospital do Cancer - A
C Camargo/SP); Associacao de Combate ao Cancer em Goias/Hospital Araudjo Jorge/GO (Dr. José Carlos
de Oliveira e Dr®. Maria Paula Curado/Comité de Etica do Hospital Araujo); Departamento de
Otorrinolaringologia UFGO Goiania/GO (Dr. Claudinei Candido Costa/CEP do HC da UFG); Faculdade de
Medicina do ABC/SP (Dra. Jossi Ledo Kanda/CEP NAO INFORMADO); Liga Norte-Rio-Grandense Contra o
Cancer/RN (Dr. Ricardo José Curioso da Silva e Dr. Luis Eduardo Barbalho de Melo /CEP da Liga Norte-
Rio-Grandense Contra o Cancer); Instituto do Cancer do Ceara/CE (Dr. Eric Fernandes de Souza/CEP NAO
INFORMADO); FCECON - Fundacao Centro Controle de Oncologia/AM (Dr. Marco Antonio Cruz Rocha e
Dr. Jeferson Moreira de Medeiros/CEP NAO INFORMADO); Hospital Heliopolis/SP (Dr. Carlos Neutzling
Lehn/CEP NAO INFORMADO); Hospital Santa Rita/AFECC - Associacao Feminina de Educacao e Combate
ao Cancer/ES (Dr. Jose Roberto Vasconcelos de Podesta/Comité de Etica em Pesquisa — CIAS); Pontificia
Universidade Catolica de Campinas/SP (Dr. José Francisco de Sales Chagas e Dr. Maria Beatriz Nogueira
Pascoal/CEP da PUC Campinas); Hospital Universitario/lUnB (Dr. Luiz Augusto Nascimento e Dr. Juliano de
Padua Nakashima/Comité de ética em Pesquisa - Fundacao de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude);
Instituto Nacional do Cancer — INCA/RJ (Dr. Fernando Luiz Dias, Dr. Roberto Araujo Lima e Dra. Isabella
Costa Santos/Comité de Etica e Pesquisa do INCA); Instituto Brasileiro de Controle do Cancer/SP (Dra.
Adriana Sonderman, Dr. André Bandiera de Oliveira Santos e Dr. Fabio Roberto Pinto/CEP do BCC -
Instituto Brasileiro de Controle do Cancer); Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP/SP (Dr.
Lenine Garcia Brandao/CEP NAO INFORMADO); Hospital Amaral Carvalho FUNDACAO AMARAL
CARVALHO/SP (José Getulio Segalla/Comité de Etica em Pesquisa Fundacao Hospital Amaral Carvalho) e
Departamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco Universidade Federal de Sao
Paulo/UNIFESP/SP (Prof. Dr. Marcos B. Paiva/Comité de Etica em Pesquisa).

Caso ocorra modificacdo nessa informacao, o CEP do 1° Centro deve ser informado para
comunicacao a CONEP. O CEP deve enviar copia dessa comunicacao para o pesquisador responsavel do
seu Centro. Ressalta-se que os centros que nao possuem Comités de Etica em Pesquisa - CEP, devem
solicitar a CONEP a indicacao de um CEP para a analise do projeto.

NOTA: Caso na execuc¢do do protocolo, em um determinado Centro, haja parceria de instituicées no
recrutamento e/ou atendimento de sujeitos de pesquisa, solicita-se ao CEP correspondente que observe
cuidadosamente 0s seguintes aspectos, conforme exigéncias éticas explicitadas nos itens Il.3.i, V.5,
Vi.2.h, VI.2.i, VI.3.d e VI.3.g da Resolucao CNS 196/96 e item IV.1.m da Resolucao CNS n° 251/97, com
vistas a garantia da assisténcia ao sujeito da pesquisa, sem prejuizo ao Sistema Unico de Saude:

1) formas de recrutamento e referéncia de sujeitos de pesquisa; se serdo pacientes do SUS e ou/
particulares; em que instituicdo estao registrados, ou seja, qual instituicao assume as responsabilidades
inerentes a "Instituicao de Pesquisa”;

2) descricdo da infra-estrutura disponivel para a realizacao da pesquisa;

3) vinculos do pesquisador;

4) anuéncia assinada pela diretoria técnica de instituicoes parceiras, para assisténcia dos sujeitos de
pesquisa, quando for o caso, com apresentacao de convénios ou outras relacées envolvendo pessoas
Juridicas;

Ressalta-se que, havendo envolvimento do SUS em parcerias com instituicées privadas, a avaliacao desse
aspecto extrapola as atribuicoes do Sistema CEPs-CONEP, devendo o pesquisador e o responsavel pela
instituicdo buscar a manifestacdo do Poder Publico Correlato (estadual ou municipal), por meio da
respectiva Assessoria Juridica, em cumprimento a Lei Organica da Saude 8080/91.

Brasilia, 25 de outubro de 2011.

9/10 eljjplel
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ANEXO C - PARECER DO NATIONAL RESEARCH ETHICS SERVICE

NHS

National Research Ethics Service

Coventry Research Ethics Committee
2nd floor West Wing
University Hospital
Clifford Bridge Road
Coventry
CV2 2DX
24 February 2010
Telephone: 024 7696 7529
Facsimile: 024 7696 5033

Professor Hisham Mehanna

Institute of Head & Neck Studies & Education
University Hospital

3" floor opposite Ward 32

Clifford Bridge Road

Coventry CV2 2DX

Dear Professor Mehanna

Study Title: Improving treatment selection using Predictive
Classifiers of Treatment Response for Head and Neck
Cancers and dysplasia.

REC reference number: 10/H1210/9

Protocol number: Version 1.0

The Research Ethics Committee reviewed the above application at the meeting held on 16
February 2010. Thank you for attending to discuss the study.

Ethical opinion

You advised the Committee you were aiming to develop treatment response
classification to help predict response to treatment for two types of patients; first
patients who have laryngeal voice box or mouth and throat cancer; second patients
with laryngeal and mouth dysplaysia. Through using the formula you would be able to
predict whether a patient with cancer with these characteristics would be best
receiving surgery rather than chemotherapy similarly whether patients with oral
dysplaysia would better respond to surgery rather than a ‘wait and see’ approach thus
individualising treatment for those patients. By linking a series of chemotherapy and
genetic tests on the samples and responses to treatment in relevant cohort of patients
you have target diseases or cancers by correlating biomarkers. This was a well known
protocol for developing biomarkers and classifications in UK, i.e. biomarker road map.

According to the pilot study out of 100 patients 80 could not now be traced so the
Committee wanted to know how you would know how the patients had progressed if
you could not contact 80%. You explained that patients had been treated and biopsied
in the local hospital then followed up, some died some didn’t and you would follow up
the local ones. You would ask the local team for patients’ tissue and pseudo
anonymised outcome data; i.e. link anonymised you had no way of tracking the code.

The local centres were responsible for consenting patients via the operating consent
form so the Committee wondered if there was a possibility of tissue from someone
who did not consent being included in the study. You stated that where there was
agreement they would be included but before September 2006 patients’ samples
could be used without their express consent provided they were anonymised. Under

This Research Ethics Committee is an advisory committee to West Midlands Strategic Health Authority

The Nauor.)al Research Ethics Service (NRES) represents the NRES Directorate within
the National Patient Safety Agency and Research Ethics Committees in England
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Statement of compliance

The Committee is constituted in accordance with the Governance Arrangements for
Research Ethics Committees (July 2001) and complies fully with the Standard Operating
Procedures for Research Ethics Committees in the UK.

After ethical review

Now that you have completed the application process please visit the National Research
Ethics Service website > After Review

You are invited to give your view of the service that you have received from the National
Research Ethics Service and the application procedure. If you wish to make your views
known please use the feedback form available on the website.

The attached document “After ethical review — guidance for researchers” gives detailed
guidance on reporting requirements for studies with a favourable opinion, including:

Notifying substantial amendments
Adding new sites and investigators
Progress and safety reports
Notifying the end of the study

The NRES website also provides guidance on these topics, which is updated in the light of
changes in reporting requirements or procedures.

We would also like to inform you that we consult regularly with stakeholders to improve our
service. If you would like to join our Reference Group please email
referencegroup@nres.npsa.nhs.uk.

[ 10/H1210/9 Please quote this number on all correspondence |

With the Committee’s best wishes for the success of this project

Yours sincerely

Mr Steﬁ!hen Keay
Chairman

Email: pauline.pittaway@uhcw.nhs.uk

Enclosures: List of names and professions of members who were present at the
meeting and those who submitted written comments

“After ethical review — guidance for researchers SL-AR2

Copy to: Mrs Ceri Jones, R&D, UHC&W NHS Trust



