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RESUMO

As neoplasias orais sdo alteraces do tecido, que crescem excessivamente e de modo
desordenado, possuindo um progndstico desfavoravel, principalmente quando diagnosticado
em estagio avancado, o que ocorre em 60% dos casos; quando descoberta em estagios iniciais,
ha possibilidades de cura. Um dos fatores que tem sido associado ao desenvolvimento da
mesma, € a infeccdo pelo Papiloma Virus Humano - HPV. Essa € uma relacdo que ainda esta
sendo investigada, devido a controversia existente nos trabalhos atuais. Assim, o presente
trabalho avaliou a prevaléncia do HPV em individuos portadores de cancer de cabeca e
pescoco, a fim de se estabelecer uma relacdo entre as duas condicdes. Foram avaliadas
amostras de citologia esfoliativa de 44 pacientes com diagnostico de cancer de cabeca e
pescogo, atendidos em centros de referéncia nos estados de Sergipe e Bahia. As amostras
foram processadas por Reacdo em Cadeia da Polimerase para identificagdo do gene da b-
globina e, posteriormente, da presenca do virus HPV. Em seguida, foi realizado o
sequenciamento de forma bidirecional. As sequéncias nucleotidicas obtidas foram
comparadas entre si e também com as sequéncias homdlogas disponiveis no banco de dados
GenBank, utilizando-se o programa BLAST. Os dados encontrados foram tabulados nos
softwares Med Calc 11 e Minitab 14.0, e submetidos ao teste Qui Quadrado e o Odds Ratio.
Dos 44 pacientes analisados, 28 (63,6%) foram HPV positivos. Houve uma prevaléncia do
sexo feminino (60,7%), do lar (25%), feodermas (53,6%), entre a quarta e a quinta décadas de
vida (21,4%). O sitio de maior acometimento da lesdo neopléasica foi a regido de lingua, com
28,6%. O genoma do HPV foi detectado em nove amostras com apenas um genotipo
envolvido, sdo eles: HPV 16 (33,3%), HPV 18 (22,2%), HPV 35 (22,2%), HPV 11 (11,1%) e
HPV 90 (11,1%). O Odds Ratio demonstrou que ha maior chances para infeccdo viral em
mulheres, etilistas e tabagistas; e através do Teste Qui Quadrado, obteve-se um valor de
p=0,07, ndo havendo diferencas estatisticas entre os grupos de HPV positivo e negativo.
Dessa forma pode-se inferir que embora, em valores absolutos, houve predominio de
individuos com a infecgédo pelo virus HPV, ndo houve significancia estatistica; sendo assim
pode-se sugerir que a presenc¢a do virus leve a progressdo de lesdes malignas, mas ainda €
necessario mais estudos para uma associa¢ao mais conclusiva.

Palavras-chave: carcinoma, cavidade oral, papilomavirus humano.
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ABSTRACT

Oral neoplasias are tissue alterations that grow excessively and disorderly, bearing an
unfavorable prognosis mainly when diagnosed in an advanced stage, what happens in 60% of
the cases. When discovered in initial stages, there is the possibility of cure. One of the factors
that have been associated to the development of the disease is the infection through the human
papillomavirus - HPV. This relation still under investigation due to the controversy existing in
the current works. Thus, our work assesses the prevalence of HPV among individuals bearing
head and neck cancer, in order to establish a relation between both conditions. Exfoliative
cytology samples were assessed, from 44 patients diagnosed with head and neck cancer
assisted in the reference centers of Sergipe and Bahia. The samples were processed through
polymerase chain reaction for the identification of the b-globin gene and, afterwards, of the
presence of the HPV virus. Following, the sequencing was performed in a bi-directional way.
The nucleotidic sequences obtained were compared with each other and also with the
homologous sequences available in the GenBank database, using the BLAST software. The
data found were tabulated on the software Med Calc 11 and Minitab 14.0, and underwent the
chi-square test and odds ratio. Out of the 44 patients analyzed, 28 (63.6%) were positive for
HPV. There was prevalence of the female sex (60.7%), housewives (25%), feoderma (53.6%),
between the fourth and fifth decade of life (21.4%). The anatomical region most affected for
the injury was the tongue area, with 28.6%. The HPV genome was detected in nine samples
with only one genotype involved. Among them are: HPV 16 (33.3%), HPV 18 (22.2%), HPV
35 (22.2%), HPV 11 (11.1%) and HPV 90 (11.1%). The odds ratio showed that there are
more chances for viral infection among women, smokers and that ingested alcohol. Through
the Chi-square test, there was the value of p=0.07 and no statistical difference was found
among the positive and negative for HPV. This way, it could be inferred that although, in
absolute value, individuals with the infection through the HPV virus prevailed, there was no
significant statistical difference; Thus, it can be suggested that the presence of the virus leads
to the development of malign lesions, but more studies are necessary for a more conclusive
association.

Key-words: carcinoma, oral cavity, human papillomavirus.
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1. INTRODUCAO

1.1. PAPILOMAVIRUS HUMANO E SUA FISIOPATOLOGIA

Inicialmente descoberto por Strauss em 1949, o Papilomavirus humano (HPV) é um
virus de DNA, dupla fita de 7,9Kb, icosaédrico, ndo envelopado, da familia do
Papillomaviridae (QUINTERO et al., 2013). Possui 55nm, 8000 pares de bases, com uma
Unica cadeia codificadora que compreende trés regifes: regido regulatéria — Longa de
Controle (LCR), ndo codificante, que contém a origem de transcricdo e replicacdo do DNA
viral; regido precoce (E), que codifica proteinas ndo estruturais envolvidas na replicacdo do
genoma viral (genes E1 e E2), regulacdo da transcri¢do (gene E2), a maturacdo das particulas
virais (gene E4), a amplificacdo do genoma viral, células de diferenciacdo, transformacéo e
imortalizacdo celular (genes E6 e E7); e regido tardia (L), que codifica proteinas do capsideo

por meio dos genes L1 e L2 (Figura 1) (ST GUILY etal., 2011; VIETIA et al., 2014).

Figura 1: Mapa genémico do HPV (Vaz 1997)
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Ha mais de 150 tipos virais catalogados, contudo o modo em que se associa a célula
hospedeira € quem vai determinar seu potencial oncogénico. Variam conforme seu tropismo e
gendtipos e se dividem conforme a capacidade de expressdo das proteinas E6 e E7, ou seu
potencial oncogénico, em risco desconhecido; baixo risco, mais comumente os tipos 6 e 11,
o0s responsaveis pelo desenvolvimento de lesbes benignas, como os condilomas (ALBRING et
al., 2006; MACHADO et al., 2010; ST GUILY et al., 2011). Os tipos virais de alto risco, 16
e 18 principalmente, séo os relacionados as lesdes pre-neoplasicas e neoplésicas (ST GUILY
etal., 2011).

Quando instalado, o HPV promove modificacdes no epitélio infectado (QUINTERO et
al., 2013). De acordo com a especificidade, este virus pode ser cutaneotréfico (afetam areas
ndo genitais) ou mucosogenitotrofico (infectam mucosas da genitalia, oral, ocular e
respiratoria) (QUINTERO et al., 2013).

A infeccéo se inicia em células basais que foram expostas a microtraumas, lesées ou
abrasdes na epiderme. A persisténcia da mesma € caracterizada pela presenca de DNA viral
na forma epissomal (ainda ndo integrado na célula hospedeira). Quando a infec¢do torna-se
produtiva, o0 DNA viral, que antes era circular, passa a ser linear se incorporando ao DNA da
célula hospedeira (ALBRING et al., 2006; GUILY et al.,, 2011). A partir dai, inicia a
producdo das oncoproteinas, E6 e E7. Estas inativam 0s genes p53 e pRb, respectivamente,
interferindo no ciclo celular. A p53, “guardida do genoma”, deixa de promover apoptose
(morte celular programada) e a pRb possui sua funcdo de supressdo tumoral inativada. A
anulacdo dessas fungdes resulta na instabilidade gendmica, induzindo a malignizacdo das
células (ALBRING et al., 2006; ANTONSSON et al., 2015; ARBABI-KALATI et al., 2014;

ST GUILY etal., 2011).
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Uma caracteristica morfologica importante é a coilocitose, uma célula escamosa
intermedidria que apresenta um grande vacuolo citoplasmatico ao redor de um nucleo
anormal. Outros aspectos sdo a disqueratose, binucleacdo e multinucleacdo (ALBRING et al.,
2006).

A progressdao da fase de incubacdo para a de expressdo, ou infec¢do produtiva,
depende, dentre outras coisas, da permissividade celular, do tipo de virus, do estado
imunolodgico do hospedeiro, dos fatores exdgenos, e da co-morbidade, ou seja, da presenca de
uma doenca ou condi¢do que ndo se relaciona diretamente com a enfermidade, mas pode
influenciar no desenvolvimento da mesma (DALEY et al., 2014; HUBBARD, 2003;
QUINTERO et al., 2013; SALAZAR et al., 2014; SOARES et al., 2007).

Os profissionais cirurgides-dentistas podem identificar a presenca das lesbes
diretamente relacionadas com a infeccdo pelo virus, atraves da realizacdo de procedimentos
odontoldgicos de rotina, como a inspecdo no exame clinico, mesmo que 0 paciente esteja
assintomatico (HUBBARD, 2003; PINHEIRO et al., 2011). H& ainda 0s meios semiotécnicos
utilizados para deteccdo das lesbes malignas precursoras, que sdo: a citologia esfoliativa, a
citopuncao e a bidpsia, que deve ser correta e adequadamente indicada e executada, em tempo

habil, visando melhor progndstico e tratamento adequado (KARINE et al., 2009).

1.2. EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DO CANCER ORAL

Diversas entidades morbidas podem acometer o complexo buco-maxilo-facial,

variando desde lesdes benignas, de menor complexidade e extensdo, até graves tumores

malignos, que podem se traduzir em serios riscos de morte e mutilag@es para o individuo.
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Tem-se as verrugas vulgares, associadas principalmente aos tipos virais 2 e 57, e
hiperplasia epitelial focal, associada aos tipos 13 e 32. Estas normalmente se apresentam
como Unicas ou mdltiplas, em forma de couve-flor, exofiticas, sesseis ou pediculadas
(HUBBARD, 2003). Os tipos de alto potencial de malignidade 16 e 18; e os tipos 2 e 5, que
quando associados, ja foram identificados em carcinoma epiderméide e em carcinoma
verrucoso, normalmente ndo possuem manifestacdo clinica inicial (ALBRING et al., 2006;
ARBABI-KALATI et al., 2014; ST GUILY etal., 2011).

O cancer oral é uma neoplasia cronica, potencialmente letal, sendo um importante
problema de salude publica em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, tendo uma
incidéncia global elevada. Ndo existe um sistema de registro de casos de cancer oral que
cubra todo territorio brasileiro, por isso as estimativas anuais de incidéncia tornam-se um
instrumento de suma importancia para se estabelecer os indices de prevaléncia da doenca
(MADANI et al., 2010).

Segundo os dados do Instituto Nacional do Cancer — INCA, a estimativa para 2016
seria de 15490 novos casos da doenca, 11140 em homens e 4.350 em mulheres. Deste modo,
0 cancer de boca ocupa o0 5° lugar dentre as neoplasias malignas no Nordeste e o 7° lugar no
estado de Sergipe. Vale destacar que em 2011 foram registrados 71 casos de cancer de boca
neste estado, sendo 26 casos em Aracaju.

O carcinoma de células escamosas responde por 90% das neoplasias orais (ARBABI-
KALATI et al., 2014; BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010). Clinicamente se apresenta na
regido de lingua, como uma les&o eritro-leucoplésica, assintomatica. Os casos mais avanc¢ados
evidenciam Ulceras, nddulos irregulares com bordas endurecidas. Normalmente possui taxa de

sobrevida de cinco anos (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010). Possui como perfil do
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individuo portador, leucodermas, do sexo masculino, pertencente a sexta década de vida
(GONZALEZ; LOPEZ, [s.d.]).

Sabe-se que a citada doenca, quando descoberta no inicio, pode ser atenuada ou
mesmo curada, principalmente quando seus fatores de risco sdo controlados (MADANI et al.,
2010; SANTOS et al., 2010; SOARES et al., 2002). A mesma possui como etiologia, fatores
intrinsecos (geneética, imunossupressdo e deficiéncia nutricional) e fatores extrinsecos ao
individuo. Estes dltimos correspondem ao consumo de alcool e tabaco (especialmente o
mascavo) (AGARWAL et al., 2011), a dieta, a exposicdo excessiva ao sol na auséncia de
protecdo, e a infeccdo por alguns tipos virais, como o Papilomavirus Humano. Ambos séo
determinantes pela alteracdo de genes que codificam proteinas envolvidas no reparo do DNA
ou comprometidas com o controle da proliferacdo e da diferenciacdo celulares. E possivel,
entdo, supor que esses fatores atuem induzindo mutacdes génicas e aberracbes cromossémicas
qgue comprometam o funcionamento de alguns desses genes (ACAY et al., 2008;
ANTONSSON et al., 2015; ARBABI-KALATI et al., 2014; LEE et al., 2012; PATEL et al.,

2013).

1.3. CORRELACAO ENTRE O CANCER ORAL E O PAPILOMAVIRUS HUMANO

Embora o portador do Papiloma Virus Humano (HPV) tenha um perfil de adultos
jovens, do sexo masculino, caucasianos, ndo tabagistas e sexualmente ativos (ADELSTEIN;
RODRIGUEZ, 2010; ST GUILY et al., 2011; TURNER et al., 2011), as infec¢des pelo virus
ocorrem em todo o mundo, acometendo ambos os sexos, sendo relativamente comuns. Tal

infeccdo varia de 20 a 40% conforme a idade e o estado imune (CHEN et al.,, 2012;
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HUBBARD, 2003). Estima-se que 50% dos individuos se infectam com HPVs de alto risco
(ARBABI-KALATI et al., 2014).

Em criancas se discute que esta infeccdo pode ocorrer por transmissdo vertical ou
mesmo horizontal, como infec¢do genital, sugerindo transmissao pré-natal e/ou placentaria,
por infeccdo dos fluidos amnidticos. A mesma pode permanecer subclinica ou latente, e
reativar quando expostas a fatores. Normalmente sdo lesGes de baixo potencial, contudo ha
casos em que a papilomatose se associa ao HPV16 e a lesdo podera se converter em
displasias, e posteriormente neoplasias como o carcinoma in situ ou carcinoma de células
escamosas (ST GUILY etal., 2011).

Sabe-se que ja é bem estabelecida a relacdo causal desse virus no desenvolvimento do
cancer cervical em mulheres. Nestas a infeccdo ocorre na juncdo entre o epitélio escamoso da
esclerotica e epitélio glandular da regido endocervical (ST GUILY et al., 2011). Além desta,
ja se conhece a infeccdo nas regies de anus, pénis e vulva (ADELSTEIN; RODRIGUEZ,
2010; ANTONSSON et al., 2015; ARBABI-KALATI et al., 2014), sendo o contato sexual o
principal meio de transmissdo (FILHO; NASCIMENTO; XAVIER, 2009). Essas alteracfes
sdo mais comuns e transitorias, diferindo por vezes na distribuicdo dos genotipos (ST GUILY
etal., 2011).

Tais manifestacfes podem ser clinicas, quando possuem lesdes visiveis ao exame
clinico; subclinicas, quando ndao ha sintomatologia, porém ha alteracGes detectadas por
métodos diagndsticos (peniscopia, colpocitologia, colposcopia e bidpsia); e latentes, quando o
diagnostico so6 é concluido por meio de técnicas de biologia molecular (XAVIER et al., 2007).

Em se tratando de células escamosas orais, a infecgdo oral pode ocorrer em qualquer
idade, embora existem muitas controvérsias na literatura. Observa-se que ndo esta

comprovado que a presenca de HPV genital seria predisponente para a infec¢do bucal
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(FILHO; NASCIMENTO; XAVIER, 2009). Quando o HPV é incorporado como um possivel
responsavel pelo desenvolvimento de neoplasias orais, geralmente sdo os tipos 16 e 18, e as
mesmas sdo localizadas preferencialmente na orofaringe, no nivel das criptas tonsilares.
Nestas, o epitélio ndo é uniforme, ha porcBes de epitélio escamoso, interrompendo assim a
continuidade da camada basal. Constatou-se que cerca de 25% dos casos de cancer de
orofaringe e 50% dos casos de cancer de amigdala tém como agentes o virus HPV,
apresentando assim historia natural e patogénese diferentes do habitual, melhorando as
perspectivas para o0 prognéstico da neoplasia (ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010;

ANTONSSON et al., 2015; SMITH et al., 2010; ST GUILY etal., 2011).

1.4. TECNICAS LABORATORIAIS DE DETECCAO DO VIRUS NAS CELULAS

Dentre as mais conhecidas técnicas de diagndstico laboratorial do virus, tem-se
Southern Blotting, Hibridizacdo in situ, Imuno-histoquimica, os quais se mostram como
métodos eficientes para identificacdo do mesmo; contudo, existem outros testes, como a
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), que € a mais utilizada e possui baixos valores
preditivos negativos (ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010). Este método quantifica moléculas
de DNA em um processo termociclico que inclui trés etapas: a desnaturacdo, onde a fita dupla
de DNA ¢ separada em fitas simples; anelamento, onde os iniciadores anelam especificamente
com as suas sequéncias complementares de DNA-alvos, e a extensdo do iniciador, onde uma
DNA polimerase termoestavel gera novas fitas de DNA (HUBBARD, 2003; MACHADO et
al., 2010).

Para a amplificacdo de segmentos-alvo sdo necessarios iniciadores, denominados

primers, que podem ser: especificos, detectam um tipo simples de HPV; ou os iniciadores
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consensus, gerais ou genéricos, que detectam diferentes tipos de HPV em uma Unica reagéo
(HUDELIST et al 2004). O MY09/MY11 e GP5+/GP6+ sdo os iniciadores gerais mais
comumente utilizados. Os mesmos amplificam sequéncias-alvo do segmento L1 do genoma
do virus, sendo assim capazes de identificar a presenca e o tipo viral instalado. A reacdo
nested é o que torna a técnica mais sensivel; os produtos da primeira reacdo sdo
reamplificados com outro par de primers (ANTONSSON et al., 2015; MENDOZA et al.,
2013; TUCCI; HENRIQUE; CASTRO, 2009).

Normalmente os produtos dessa Ultima reacdo de PCR sdo submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 2%, e posteriormente corados. O tamanho dos produtos amplificados é
comparado com o padrédo de pares de bases e visualizados sob transiluminacéo ultra-violeta.

Para genotipagem o teste mais comumente utilizado é o Linear Array, que detecta 37
tipos virais, amplificando o DNA e realizando hibridizacdo com posterior deteccdo

colorimétrica das ligacdes.(PINTOS et al., 2008)

1.5. PROGNOSTICO DA NEOPLASIA DECORRENTE DO HPV

Apesar da necessidade de se saber a taxa de estadiamento para se planejar o tratamento
e estabelecer o prognostico, observa-se que os portadores de canceres decorrentes da infeccédo
por HPV, a depender do estagio do tumor, possuem maior sobrevida em relacdo aos demais
fatores de risco. Apods instituido o tratamento, observa-se uma melhor resposta por parte do
paciente, uma vez que tem se constatado que as neoplasias, decorrentes da infec¢do por HPV,
sdo mais radio e quimiossensiveis (ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010; BIRON;

O’CONNELL; SEIKALY, 2013; ST GUILY et al., 2011).
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O progresso da terapéutica vai depender da histéria atual e ndo apenas da adicdo de
tratamentos mais agressivos. Com essa abordagem, observa-se uma mudanca de paradigmas
no enfoque clinico atual para diagnostico, prevencdo e tratamento da doenca maligna. Menos
tratamentos intensivos produzird reducdo da toxicidade aguda e tardia, melhorando a
qualidade de vida do paciente. Contudo, essa abordagem néo se estende para as neoplasias de
diferentes etiologias.(ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010; ANTONSSON et al., 2015).

Vale ressaltar que quando ha histérico de consumo de tabaco o prognoéstico se agrava,
uma vez que ha alteracdo da biologia local (ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010; SMITH et
al., 2010; ST GUILY et al., 2011). O fumo, diferentemente da infec¢do pelo HPV, danifica o
sistema imune a medida que reduz a agdo dos linfocitos CD4" e das células de Langerhans
(ARBABI-KALATI et al., 2014). Este fato também pode aumentar a probabilidade de
contaminacdo por virus, como por exemplo, o Papilomavirus Humano, uma vez que diminui a
imunidade do hospedeiro, tornando-o suscetivel as infeccbes (ARBABI-KALATI et al., 2014;
LINGEN et al., 2013).

Assim, necessita-se conhecer o perfil do paciente portador e os fatores que o levam ao
desenvolvimento da doenca. Este fato possibilitara a criacdo de acdes que possam promover a
prevencdo e adequado tratamento, visando a melhora da qualidade de vida do portador
(MENDOZA et al., 2013). Embora haja um debate acerca da correlacdo entre a presenca do
virus HPV e o desenvolvimento do cancer de boca, ainda ha muitas controvérsias na literatura
(ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010; SMITH et al., 2010; ST GUILY et al., 2011). Dessa
forma, o presente trabalho visa aprofundar os estudos a fim de promover um maior
embasamento cientifico a partir do momento que se buscara verificar a prevaléncia do

Papiloma Virus Humano em pacientes portadores de cancer de cabeca e pescoco.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL.:

Analisar a presenca e o tipo mais frequente de Papilomavirus Humano (HPV) em
amostras bucais de pacientes portadores de carcinoma de cabeca e pesco¢o, a fim de se

estabelecer uma relacdo causal entre o virus e a neoplasia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a presenca do HPV em amostras bucais de pacientes portadores de carcinoma
de cabeca e pescogo atraves da técnica de PCR;

e Realizar a genotipagem do HPV nas amostras para a PCR para defini¢cdo dos tipos
virais;

e Tracar o perfil epidemioldgico dos individuos portadores de céncer de cabeca e
pesco¢o acometidos pelo virus HPV;

e Levantar as principais caracteristicas scio-demograficas dos individuos portadores de

cancer de cabeca e pescogo acometidos pelo virus HPV;
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3. METODOLOGIA

3.1. AsPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi realizado consoante a Resolucdo 466/12, do Conselho
Nacional de Saude, a qual se refere a pesquisa com seres humanos. Sendo assim, foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sergipe — UFS e da
Universidade Estadual de Feira de Santana na Bahia - UEFS, respectivamente sob o0s

pareceres de n® 903.774 e 982.916, CAAE 36923114.6.0000.5546 (Apéndice 1).

3.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional, transversal, retrospectivo, no periodo de
novembro de 2014 a janeiro de 2016 com uma populacdo de 44 individuos com diagnéstico
definitivo de carcinoma oral, atendidos em centros de referéncia para tratamento de lesdes
bucais dos estados de Sergipe e Bahia, a saber: 1. Ambulatorio de Diagnostico Bucal do
Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe (HU/UFS); 2. Servico de
Odontologia do Centro de Oncologia Dr. Osvaldo Leite, do Hospital de Urgéncia de Sergipe
(HUSE), em Aracaju; 3. Servico de Odontologia Hospitalar Dr. Jodo Garcez, do Hospital
Cirurgia de Aracaju; e 4. Centro de Referéncia de Lesdes Bucais da Universidade Estadual de
Feira de Santana (CRLB), na Bahia.

Os coodenadores dos campos de estudo receberam um termo de consentimento livre e
esclarecido para participacdo como pesquisadores voluntarios do projeto (Apéndice 2) e

assinaram um termo de aceite autorizando a utilizacdo das dependéncias odontolégicas dos
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servicos, para serem utilizados ao longo do trabalho (Apéndice 3). Todos 0s responsaveis pelo
estudo receberam e assinaram, em duas vias, um termo de compromisso, no qual se
mostravam cientes da importancia do cumprimento da Resolucdo CNS 466/12, referente a
pesquisas envolvendo seres humanos, resguardando assim a seguranca e bem-estar dos
sujeitos recrutados para a pesquisa (Apéndice 4). Além destes, todos os participantes ou
responsaveis incluidos na pesquisa, enquanto amostra do estudo, assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, concordando com sua participacdo na pesquisa
(Apéndice 5). Os mesmos permanecerdo sob anonimato e suas informacdes serdo mantidas
em sigilo.

Dados socioeconémicos foram coletados do prontuario dos pacientes, por meio de
fichas de coletas de dados secundarios (Apéndice 6), para se fazer possiveis associagdes com
0s achados clinicos.

Foram considerados critérios de inclusdo no estudo: pacientes portadores de neoplasias
orais malignas, independente de faixa etaria, raca, género e localizacdo da neoplasia. Estes
pacientes deveriam ter assinado o termo de consentimento livre e esclarecido. E como
critérios de exclusdo: - pacientes atendidos fora do campo de atuacdo;- pacientes que nédo
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido; - pacientes que possuiam lesdes
bucais benignas; - as amostras que em laboratorio ndo foram positivas para o gene da f-

globina.

3.3. COLETA
Inicialmente foi realizado um célculo amostral, o qual resultou em 17. Contudo, uma
vez que este valor foi inferior ao que foi encontrado na bibliografia consultada, estabeleceu-se

um n de acordo com o dimensionamento literario atual. As amostras foram coletadas por
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esfoliacdo da mucosa oral utilizando escovas citologicas estéreis nas regides adjacentes a area
lesionada, como palato, mucosa jugal e/ou lingua (ESQUENAZI et al., 2010; RIET;
RIVERO; NUNES, 2006; TUCCI; HENRIQUE; CASTRO, 2009). O material citolégico
coletado foi armazenado em tubos do tipo Falcon® de 20 mL contendo TET - Tamp&o para
digestdo — Tris, EDTA, Tween 20 (Apéndice 7)e encaminhado ao Laboratério de
Entomologia e Parasitologia Tropical (LEPAT) da Universidade Federal de Sergipe, onde seu
DNA foi extraido, amplificado para deteccdo do gene da beta-globina e armazenado até
realizacdo da PCR para HPV. O material coletado foi armazenado a 4°C até a extracdo do
DNA e, ap0s extracdo, o DNA purificado foi mantido em freezer a -20°C até a realizacdo da
PCR (MELO et al., 2010).

As reacOes de nested PCR e genotipagem do HPV foram realizadas no LEPaT e no
Laboratorio de Imunopatologia da Relacdo Materno-Fetal, do Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina-UNESP em Botucatu/Sao Paulo.

3.4. Extracdo do DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extracdo de DNA do material coletado foi realizada utilizando-se o Kit de Extracédo
de DNA da Promega conforme orienta¢6es do fabricante.

Como controle de qualidade da extracdo de DNA das amostras foi utilizado o par de
primers RS42/KM29 para amplificagdo do gene da B-globina, constitutivo do DNA humano,
gerando uma banda de aproximadamente 550 pares de base. Um controle negativo foi
utilizado em todas as reac@es, no qual o acido nucléico foi substituido por 2uL de agua Milli-
Q, e o controle positivo foi constituido de células do DNA humano. As amplificagfes foram

realizadas em termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems), seguindo as
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condicdes de reacdo: 95°C durante 5 minutos para a desnaturacdo inical; 94°C por 1 minuto,
60°C por 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C durante 1 minuto para a amplificacéo,
seguido por outros 35 ciclos idénticos ao descrito acima, finalizando com extensdo de 10
minutos a 72°C e manutencdo das amostras a 4°C. Para todas as andalises foram consideradas
apenas as amostras que foram positivas para B-globina.

Para a amplificacdo do genoma do HPV foi utilizada a técnica de nested PCR
utilizando-se os primers gerais MY09/MY 11 e GP5+/6+ que amplificam sequéncias de pares
de base da regido L1 do DNA do HPV (BLITZER et al., 2014; RIET; RIVERO; NUNES,
2006). Os primers MY09/MY11 amplificam uma sequéncia aproximada de 450pb e o par
GP5+/GP6+ amplifica uma sequéncia de aproximadamente 150pb (Qu et al.; 1997).

Inicialmente 2uL de cada amostra (100ng de DNA total) foram amplificados com os
primers MYQ09/11, proporcionalmente 1uL de 10 uM (CHUANG et al., 2012), utilizano-se
ainda 10uL de PCR Mix Red (Norgen) . A segunda PCR consistiu na amplificacdo de 2uL do
produto da primeira PCR utilizando-se 1uL de 10 uM dos primers GP5+/6+, utilizando-se 0s
mesmos 10uL de PCR Mix Red (Norgen) (DURZY et al.,, 2011). O controle negativo
utilizado em todas as reac@es, foi 2uL de agua ultra-pura — Agua Mili-Q, enquanto como
controle positivo foi utilizado DNA-HPV extraido de células HelLa, que sdo celulas de
adenocarcinoma cervical.

A amplificagéo inicial (MY09/MY11) seguiu 0s seguintes parametros: 95°C durante 5
minutos para a desnaturacdo inicial; 94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto para anelamento
dos primers e 72°C durante 1 minuto para a amplificagdo, seguido por outros 35 ciclos
idénticos ao descrito acima, finalizando com extensdo de 10 minutos a 72°C e manutencéo das
amostras a 4°C. Para a reacdo do nested PCR (GP5+/6+): 95°C durante 5 minutos para a
desnaturacdo, 95° durante 45 segundos, 47,7°C por mais 45 segundos para anelamento dos
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primers e 72°C durante 1 minuto para a amplificacdo, seguido por outros 44 ciclos idénticos
ao descrito acima, finalizando com extenséo de 7 minutos a 72°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
(Invitrogen) preparado em tampédo Tris-Acido Borico-EDTA (TBE) 1X e corado com
Brometo de Etidio. O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrédo de
100pb (GE Healthcare) e visualizados sob transiluminacdo ultra-violeta e as amostras
positivas posteriormente encaminhadas para sequenciamento, a fim de se obter a genotipagem

das mesmas.

3.5. Sequenciamento

Os produtos purificados ap6s amplificacdo foram sequenciados bidirecionalmente
utilizando-se o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, USA), de
acordo com as instrucbes do fabricante. Os iniciadores utilizados para o sequenciamento
foram os mesmos empregados nas amplificacdes de nested, ou seja GPO5/GP06. A reacao de
sequenciamento foi realizada em uma placa de 96 pocos, cada um contendo um produto de
PCR purificado, o mix de reacdo e apenas um dos iniciadores. O volume final em cada pogo
da placa foi de 10 uL no qual continha 20-40 ng de DNA amplificado na PCR (2 puL de
DNA), 0.5 uL de pré-mix BigDye, 1,75 pL de tampao de sequenciamento, 4,75 pL de agua
ultrapura e 1 pL de iniciador a 5 pmol/uL. Posteriormente, a placa preparada foi ciclada em
termociclador Veriti (Applied Biosystems, USA), em 40 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15
segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C.

Ap0s a ciclagem, os produtos da reacdo de sequenciamento foram precipitados a fim

de eliminar o excesso de iniciadores, sais, ANTPs e ddNTPs ndo incorporados.
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A cada poco da placa foram adicionados 1,0 uL de EDTA 125 mM e 1,0 pL de acetato
de sédio 3 M. Em seguida, 25 pL de etanol absoluto foram adicionados a cada poco da placa
de sequenciamento, sendo esta vedada, homogeneizada e incubada por 15 minutos ao abrigo
da luz em temperatura ambiente. Apos a incubacdo, a placa foi centrifugada por 40 minutos a
3700 rpm e 20°C. Nesta etapa ocorreu a precipitacdo das moléculas de DNA. Apoés a
centrifugacdo, o etanol foi descartado e os pellets lavados com 35 pL de etanol 70% e a placa
novamente homogeneizada e centrifugada por 15 minutos a 3700 rpm e 4°C. O etanol foi
outra vez descartado por inversdo e 0 excesso retirado por evaporacdo a 95°C.

Apbs a precipitacdo, as amostras foram ressuspendidas em 10 pL de
formamida HiDi (Applied Biosystems, USA). A placa foi vedada com uma septa especifica
para separacdo eletroforética em capilar. O sequenciamento foi realizado por separacdo
eletroforética em capilar em um sequenciador modelo ABI 3500 Genetic Analizer (Applied

Biosystems).

3.6. Analise das sequéncias
As sequéncias nucleotidicas obtidas foram comparadas entre si e também com as
sequéncias homologas disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando-se o programa

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). A inclusdo de cada sequéncia em um

agrupamento ou gendtipo foi realizada de acordo com a similaridade apresentada ao se

comparar com sequéncias padrao depositadas no GenBank.
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3.7. ANALISE DOS DADOS

Os resultados obtidos foram sistematizados e tabulados com o auxilio do programa
Excel 2010 (Microsoft Corportaion., Redmond, WA, USA), além dos softwares Med Calc 11
e Minitab 14.0. Para avaliar a significancia estatistica de diferencas nas prevaléncias, foi
utilizado o teste Qui-Quadrado de homogeneidade e independéncia e para avaliar se houve
presenca e/ou diferenca estatisticamente significativa entre as lesdes em HPV positivas e HPV
negativas, com valor de p<0,05 (COLON-LOPEZ et al., 2014; GLOMBITZA; GUNTINAS-
LICHIUS; PETERSEN, 2010; SOARES et al., 2007). Utilizou-se também o Odds Ratio, a
fim de se avaliar as chances da infeccdo pelo HPV ocorrer diante das caracteristicas

apresentadas pelo individuo portador da neoplasia.

4. RESULTADOS

4.1 Artigo: Este artigo segue as normas da revista Anticancer Research. As normas estdo no
Anexo 1.
Titulo: Deteccdo do Papiloma Virus Humano em pacientes portadores de cancer de cabeca e
pescogo.
Resumo
Trata-se de um estudo com 44 casos de pacientes portadores de cancer de cabeca e pescogo,
atendidos em centros de referéncia dos estados da Bahia e Sergipe. Apos realizacdo de
citologia esfoliativa bucal, as amostras foram encaminhadas para analise em laboratério a fim
de se avaliar a presenca de Papiloma Virus Humano (HPV) e seu subtipo viral, por meio da

técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase, utilizando-se os primers MY09/MY11l e
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GPO05/GP06, e subsequente sequenciamento. Os resultados foram tabulados no Excel 2010
(Microsoft Corportaion., Redmond, WA, USA); e avaliados pelo Teste Qui Quadrado e o
Odds Ratio, quando o n permitia. Os dados foram tabulados nos softwares Med Calc 11 e
Minitab 14.0. Vinte e oito pacientes (63,6%) se apresentaram HPV positivos, havendo uma
prevaléncia do sexo feminino (60,7%, 17/28), do lar (25%, 07/28), feodermas (53,6%, 15/28),
entre a quarta e a quinta década de vida (21,4%, 09/28), com predominio da lesdo neoplasica
em regido de lingua, (28,6%, 8/28). Em nove amostras foi possivel a tipagem, das quais trés
se apresentaram como HPV 16, duas como HPV 18, duas como HPV 35, uma como HPV 11

e uma como HPV 90.

Introducéo

O carcinoma oral de células escamosas € uma doenca maligna que se apresenta como
um grave problema de saude publica e com alta morbimortalidade, tendo origem multifatorial,
e apresentando como principais responsaveis por seu desenvolvimento o alcool e o tabaco.
Contudo, além destes, destaca-se a imunossupressao, a exposicao excessiva e sem protecao ao
sol e a infeccdo por alguns tipos de virus, como o Papiloma Virus Humano (HPV)
(AGARWAL et al., 2011; ARBABI-KALATI et al., 2014; BAGAN; SARRION; JIMENEZ,
2010; CHEN et al., 2012; IQBAL et al., 2014; KULKARNI et al., 2011; LINGEN et al.,
2013; SMITH et al., 2010; SOARES et al., 2002).

A relacdo do HPV com a carcinogénese oral tem sido muito relatada na literatura. Este
fato foi observado a medida que houve um aumento do nimero de neoplasias, principalmente
na regido de orofaringe e laringe, havendo auséncia de relatos dos fatores de exposicéo

classicos, tais como alcool e tabaco (ANTONSSON et al., 2015; ARBABI-KALATI et al.,
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2014). Normalmente quando se estabelece essa associacao, faz-se inferéncia aos tipos virais
de alto risco, mais comumente HPV 16 e HPV 18, os quais sdo capazes de alterar o epitélio,
aumentando a proliferacdo celular, 0 que em determinado momento pode criar um meio
propicio para o desenvolvimento de uma neoplasia (AGARWAL et al., 2011; ALBRING et
al., 2006; ANTONSSON et al., 2015; CHEN et al., 2012; HUBBARD, 2003; IQBAL et al.,
2014; KULKARNI et al., 2011; LEITE et al., 2008; LINGEN et al., 2013; QUINTERO et al.,
2013; ST GUILY etal., 2011).

Normalmente, os pacientes acometidos pelo HPV oral sdo adultos jovens, do sexo
masculino, de comportamento sexual de risco e com alto nimero de parceiros ou ainda
historico de sexo oral (ARBABI-KALATI et al., 2014; ARTHUR et al., 2011; LINGEN et al.,
2013). Tais pacientes normalmente possuem um progndstico favoravel, quando o diagnostico
se faz precocemente. Fato este observado nas respostas aos tratamentos (ANTONSSON et al.,
2015; ARBABI-KALATI et al., 2014).

Contudo, tem se observado que a presenca do DNA viral em uma neoplasia ndo indica
gue o virus esta biologicamente ativo para desencadear a progressdo da lesdo, existem
diversos outros fatores a serem considerados, tais como a biologia local, perfil e habitos do
individuo portador do cancer, dentre outros (RODRIGO et al., 2015).

Assim, sabendo-se que o mecanismo de desenvolvimento da neoplasia decorrente do
virus HPV, na regido oral, ainda ndo estd bem esclarecida, esse trabalho visa avaliar a
presenca do HPV em amostras de citologia esfoliativa bucal, de pacientes portadores de
cancer de cabeca e pescogo através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR, a

fim de se estabelecer uma possivel relagdo entre o virus e a neoplasia.
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Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado consoante a Resolucdo 466/12, do Conselho
Nacional de Saude, a qual se refere a pesquisa com seres humanos. Sendo assim, foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sergipe — UFS e da
Universidade Estadual de Feira de Santana na Bahia - UEFS, respectivamente sob 0s
pareceres de n® 903.774 e 982.916, CAAE 36923114.6.0000.5546.

Trata-se de um estudo observacional, transversal e retrospectivo, no qual foi realizada
citologia esfoliativa da mucosa oral de 44 individuos com diagnéstico de cancer de cabeca e
pescoco, atendidos em centros de referéncia para diagnostico e tratamento, nos estados de
Sergipe e Bahia.

A fim de verificar a integridade do DNA extraido e a auséncia de inibidores de PCR,
um segmento de gene de 550bp-globina B humano foi amplificada, utilizando os primers
RS42 / KM29. O DNA amplificado foi separado por eletroforese em gel de agarose a 2,0%
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), corado com brometo de etidio a 100V e 10 mA, durante 1
hora. Os resultados foram visualizados por transiluminagdo UV.

A deteccdo de sequéncias de HPV foi realizada por PCR com iniciadores internos
utilizando dois conjuntos de iniciadores de consenso, MYQ09 / MY11 e GP5 + / GP6 +, que
amplificam um fragmento de 450pb e um fragmento interno de 150bp, respectivamente, do
gene L1 de HPV, altamente conservada (9,15). As reacGes de PCR foram realizadas em
termociclador Veriti® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e continha 10uL pré-

mistura de PCR (Red Mastermix), 1,0 uL de cada iniciador (10 uM), agua Milli-Q (Milipore,

Billerica, MA, EUA) e 2uL de cada amostra, totalizando um volume final de 20pL.
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A reacdo se deu da seguinte forma: primeiro, o fragmento de 450pb foi amplificado
usando as seguintes condicdes de PCR: desnaturacdo inicial durante 5 minutos a 95°C;
seguido por 36 ciclos de 1 minuto a 94 ° C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto a 72°C; e extensao
final a 72 ° C durante 10 minutos. A segunda amplificacdo foi realizada com 2 uL das
condi¢es amplicon de PCR como se segue: desnaturacgdo inicial de 5 minutos a 95°C; 45
segundos a 95 ° C, 45 segundos a 47.7°C e 1 minuto a 72°C durante 44 ciclos; e uma extensao
final de 7 minutos a 72 ° C. Os controlos negativos (agua estéril), controles positivos (HPV-
16 extraidos a partir de células HelLa) foram usadas em todas as reaces.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
(Invitrogen), preparado em tamp&o Tris-Acido Boérico-EDTA (TBE) 1 X e corado com
Brometo de Etidio. O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrdo de
100pb (GE Healthcare), e visualizados sob transiluminacéo ultra-violeta.

Posteriormente, realizou-se o sequenciamento com o kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, USA), e os primers GP5+/6+. As sequéncias
nucleotidicas foram comparadas entre si e com as sequéncias homélogas presentes no banco
de dados GenBank, utilizando-se o programa BLAST.

Os resultados obtidos foram sistematizados e tabulados com o auxilio do programa
Excel 2010 (Microsoft Corportaion., Redmond, WA, USA), além dos softwares Med Calc 11
e Minitab 14.0. Para avaliar a significancia estatistica de diferencas nas prevaléncias e para
avaliar se houve diferenca estatisticamente significante entre as lesdes em HPV positivos e
HPV negativos foi utilizado o teste do Qui-Quadrado de homogeneidade e independéncia,

com valor de p<0,05.
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Resultados:

Nas 44 amostras de pacientes com cancer de cabeca e pescoco, observou-se uma
prevaléncia de lavradores 11 (25%), do sexo masculino (68,2%), entre a quarta e a quinta
década de vida (25%), feodermas (45,4%), apresentando a lesdo neoplasica em regido de
lingua (20,4%).

Apbs a realizacdo dos processamentos laboratoriais, reacdo em cadeia da polimerase
para identificacdo do gene da B-globina (Figura 2), e para deteccdo do DNA viral (Figura 3); e
sequenciamento para genotipagem. Identificou-se que, em 63,6% (28) da amostra de cancer

de cabeca e pescoco, existia infec¢do pelo PapilomaVirus Humano (Tabela I).

Figura 2. Gel de agarose a 2% mostrando bandas positivas para -globina, usando os primers

RS42/KM29; PM-Peso molecular; - Controle Negativo; + Controle Positivo.
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Figura 3 - Gel de agarose a 2% mostrando bandas positivas para HPV, apds reacdo de nested
PCR, usando os primers MY09/11, GP05/06; PM-Peso molecular; + Controle Positivo; -

Controle Negativo.

O genoma do HPV foi detectado em nove amostras, nestas foram identificados apenas
um gendtipo envolvido na infeccdo, sdo eles: HPV 16 (33,3%), HPV 18 (22,2%), HPV 35
(22,2%), HPV 11 (11,1%) e HPV 90 (11,1%). Este reduzido numero resultante do
sequenciamento, deveu-se ao DNA altamente degradado nas demais amostras, o que
impossibilitou a identificacdo do genoma viral.

Quanto a localizagdo do tumor, a lingua com 28,6% (8) foi o sitio de maior
positividade para o virus. Seguido das regides de orofaringe (21,5%), soalho de boca (10,7%)

e palato (10,7%). (Tabela I1)
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Tabela | - Frequéncia absoluta e percentual dos pacientes HPVV+ e HPV- aplicando o teste de

qui-quadrado ao nivel de significancia de 5%.

Carcinoma Oral

N % Valor de p
HPV + 28 63,6% 0,07
HPV - 16 36,4%
TOTAL 44 100%

*p<0,05 diferenca estatistica significante

Tabela Il — Frequéncia absoluta e percentual dos pacientes HPV+ e HPV- nas diferentes

localizagdes do carcinoma.

HPV+ HPV-

Localizagéo Da Neoplasia N % N %
Lingua 8 28,6% 1 6,25%
Soalho De Boca 3 10,7% 1 6,25%
Laringe 4 14% 3 18,75%
Mandibula intra-6sseo 0 0% 3 18,75%
Palato 3 10,7% 1 6,25%
Orofaringe 6 21,5% 2 12,50%
Regido retromolar 1 3,6% 2 12,50%
Rinofaringe 0 0% 1 6,25%

Labio 1 3,6% 0 0%
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Mucosa Jugal 1 3,6% 2 12,5%
Glandula Salivar 1 3,6% 0 0%

TOTAL 28 100% 16 100%

O perfil epidemioldgico observado para os pacientes com HPV, apresentou um
predominio entre mulheres (60,7%), do lar (25%), feodermas (53,6%), na faixa etaria entre a
quarta e a quinta década de vida (32,1%). Etilismo e tabagismo foi relatado por 21,4% (6) e
25% (7) respectivamente (Tabela I11). A maioria dos investigados eram ex tabagistas (15 -
53,6%) e ex etilistas (9 - 32,1%). Os presentes dados sdo apresentados nas tabelas que se

seguem.

Tabela Il - Frequéncia absoluta e percentual dos pacientes HPV+ e HPV- aplicando o Odds

Ratio ao nivel de significancia de 5%, para os diferentes géneros e habitos.

HPV+ HPV- OR Valordep

Género N % N %

Feminino 17 60,7% 6 62,5% 2,57 0,142

Masculino 11 39,3% 10 37,5%

Etilista
Sim 6 21,4% 1 6,25% 4,09 0,212
N&o 22 786% 15 93,75%

Fumante
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Sim 7 25% 2 12,5% 2,33 0,331

Né&o 21 75% 14 87,5%

*p<0,05 diferenca estatistica significante

Tabela IV — Frequéncia absoluta e percentual dos pacientes HPV+ e HPV- nas diferentes

ocupacoes.
HPV+ HPV-
Ocupacéo N % N %
Lavrador 6 21,2% 7 43,75%
Estudante 1 3,6% 1 6,25%
Balconista 0 0% 1 6,25%
Gari 0 0% 1 6,25%
Comerciante 0 0% 1 6,25%
Pescador 0 0% 1 6,25%
Sapateiro 0 0% 1 6,25%
Malhador 1 3,6% 0 0%
Do Lar 7 25% 0 0%
Nao Consta 1 3,6% 0 0%
Desempregado 1 3,6% 1 6,25%
Ambulante 1 3,6% 0 0%
Refrigeracéo 1 3,6% 0 0%
Autdnomo 1 3,6% 0 0%
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Servente 1 3,6% 0 0%

Técnico Agricola 1 3,6% 0 0%
Motorista 1 3,6% 0 0%
Aposentado 1 3,6% 1 6,25%
Técnica Em Enfermagem 1 3,6% 0 0%
Vigilante 1 3,6% 0 0%
Pedreiro 2 7% 1 6,25%
TOTAL 28 16

Tabela V - Frequéncia absoluta e percentual dos pacientes HPV+ e HPV- aplicando o teste de

qui-quadrado ao nivel de significancia de 5% nas diferentes racas.

HPV+ HPV-
Raca N % N %
Melanoderma 6 21,4% 8 50%
Leucoderma 7 25% 2 12,5%
Feoderma 15 53,6% 6 37,5%
TOTAL 28 100% 16 100%

Tabela VI — Frequéncia absoluta e percentual dos pacientes HPV+ e HPV- nas diferentes

faixas etérias.

HPV+ HPV-
Idade N % N %
<30 1 3,6% 2 12,5%

31- 49 9 32,1% 2 12,5%
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50 -59 7 25% 4 25

60 — 69 6 21,4% 3 18,75%

70-79 5 17,9% 3 18,75%
>80 0 0% 2 12,5%

TOTAL 28 100% 16 100%

Através do teste Qui Quadrado, ndo foram encontradas nenhuma significancia
estatistica entre os grupos HPV + e HPV -, apresentando um valor de p=0,07 (Tabela I).
Também foi aplicado o Odds Ratio, observando as chances do HPV ocorrer na amostra
coletada, no que diz respeito ao sexo e habitos. Verificou-se que a chance é sempre maior no
grupo do sexo feminino, etilistas e tabagistas. Contudo, quando se tratou de individuos ex
etilistas e/ou ex tabagistas, as chances de desenvolvimento da infeccdo pelo virus reduzia

(Tabela I).

Discusséo:

O HPV tem sido debatido na literatura como um dos possiveis fatores responsaveis
pelo desenvolvimento do cancer oral, além de fatores como a imunossupressao, dieta,
genética, exposicdo excessiva ao sol, consumo de alcool e tabaco. O HPV, quando recorrente,
pode promover a inativacdo do ciclo celular, levando a um meio propicio para o
desenvolvimento de neoplasias (ALBRING et al., 2006; ANTONSSON et al., 2015; CHEN et
al., 2012; KULKARNI et al., 2011; ST GUILY et al., 2011) (ACAY et al., 2008; WATSON
etal., 2013) (AGARWAL et al., 2011).

Vale ressaltar que o alcool e o tabaco sdo fatores sinérgicos. O alcool cria um meio

propicio, proporcionando que os efeitos toxicos do tabaco levem ao desenvolvimento de
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alteracdes celulares que desenvolvem a neoplasia (ALBRING et al., 2006; ANTONSSON et
al., 2015; CHEN et al., 2012; KULKARNI et al., 2011; ST GUILY et al., 2011), esses artigos
vem a corroborar nosso estudo uma vez que 53,6% dos pacientes relataram ser ex-tabagistas e
32,1% relatam ser ex etilistas, dados esses ja encontrados pela OMS e inimeros outros artigos
na area de cancer oral. Vale ressaltar, que os pacientes ora acometidos pela patologia, apos o
diagnostico da mesma, abandonam o vicio no momento de iniciar o tratamento. Fato este que
pode ser observado com este elevado nimero de ex tabagistas e ex etilistas.

Ainda no presente estudo, 78,6% (22) dos pacientes HPV positivos abordados nédo
eram etilistas e 75% (21) ndo eram tabagistas, 0 que da margem a se pensar em uma
possibilidade de desenvolvimento da lesdo pelo fator presenca de oncovirus.

Dado importante se observa quando se aplica 0 Odds Ratio nos dados encontrados
referente aos habitos tabagistas e etilistas. Para os primeiros, observa-se que ha duas vezes
mais chances de um individuo que fuma desenvolver a infeccdo pelo virus, do que néo
tabagistas. Ja em relacdo aos etilistas, estes possuem quatro vezes mais chances de contrair a
infeccdo pelo virus, do que ndo etilistas.

Clinicamente, as neoplasias se apresentam na regido de lingua, como uma leséo eritro-
leucoplasica assintomatica, embora nos casos mais avangados haja evidéncias de Ulceras e
nodulos irregulares com bordas endurecidas (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010). O
presente estudo com 44 pacientes identificou, em 20,4% das amostras, a lingua como
principal sitio de acometimento da lesdo cancerigena, seguida de laringe com 18% dos casos,
esses dados vem de encontro com a prevaléncia de cancer de boca ja publicados pela OMS,
uma vez que a lingua certamente é o local mais acometido por esta patologia, apés verificar
gue nos pacientes que apresentam positividade para HPV essa percentagem subir de 20,4%

para 28,6%, esses dados demonstram uma maior propensdo dos pacientes HPV positivos
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apresentarem essa patologia na lingua, indicando uma possivel relagdo causa efeito nesta area
anatdmica que em outras, dados esses que se contrapdem a literatura.

Em se tratando da lesdo associada ao virus HPV, a mesma se destaca pela localizacéo
preferencialmente na orofaringe, base de lingua, e nasofaringe (ADELSTEIN; RODRIGUEZ,
2010; ARBABI-KALATI et al., 2014; ST GUILY et al., 2011; YANG; HUANG; KO, 2013).
Cerca de 25% dos casos de cancer de orofaringe e 50% dos casos de cancer de amigdala, tém
como causadores a infec¢édo pelo virus HPV, apresentando assim historia natural e patogénese
diferentes do habitual, melhorando as perspectivas para o prognostico (ADELSTEIN;
RODRIGUEZ, 2010; ST GUILY et al., 2011). Na presente casuistica, dos 28 individuos que
portavam a neoplasia, e eram HPV positivo, 21,5% (6) apresentavam-na em regido de
orofaringe, e 14% (4) em laringe; sendo a prevaléncia na regido de lingua, 28,6% (8).
Observa-se estudos que explanam a prevaléncia do cancer na orofaringe (45,5%), seguido
pela laringe (18,2%) (YANG; HUANG; KO, 2013), esses dados nos remetem a direcionar
novas pesquisas focando a area se lingua como regido anatdmica a ser estudada, afim de,
identificar essa relacdo entre 0 HPV e o cancer de boca.

Sendo estas lesbes atribuidas aos tipos de alto potencial oncogénico 16 e 18
(ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010). Autores trazem 57% dos individuos portadores de
carcinoma de células escamosas HPV positivos (ST GUILY et al., 2011).

Em trabalho que analisou 65 casos, 14 apresentaram positividade para o virus (CHEN
et al., 2012), enquanto que em estudo avaliando 409 casos de pacientes com a neoplasia, 24
apresentaram positividade para o virus (LINGEN et al., 2013). Em contrapartida, houve
manuscritos apresentando um acometimento de 70,6% de sua amostra (KULKARNI et al.,
2011), o que corrobora com nosso estudo, que apresentou semelhantes resultados quanto a

presenca deste tipos oncogénicos, no entanto, ndo se avaliou se 0s pacientes estudados
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apresentavam ou ja apresentaram, em algum momento da vida, lesdes na regido pélvica ou
associacgoes.

Ha mais de 150 tipos virais catalogados, que variam conforme seu tropismo e
gendtipos, em: risco desconhecido; baixo risco, mais comumente os tipos 6 e 11, os
responsaveis pelo desenvolvimento de lesbes benignas, como os condilomas e verrugas
vulgares; e os de alto risco, os relacionados as lesdes pré-neoplésicas e neoplasicas, dos quais
se destacam os tipos 16 e 18 (ALBRING et al., 2006; ST GUILY et al., 2011). Os pacientes
coletados no presente estudo ndo apresentavam lesdes caracteristicas de HPV, como
condilomas, apenas les6es neoplasicas de cancer de cabeca e pesco¢o. Das 28 amostras HPV
positivas, apenas 09 puderam ser sequenciadas, uma vez que o DNA se apresentou altamente
degradado durante tentativa de sequenciamento. Dessa forma, os gendtipos resultantes nessas
nove amostras foram: HPV 16 (33,3%, 3/9), HPV 18 (22,2%, 2/9), HPV 35 (22,2%, 2/9),
HPV 11 (11,1%, 1/9) e HPV 90 (11,1%, 1/9).

Assim, o gendtipo prevalente foi o HPV 16, seguido do 18, tipos virais oncogénicos
corroborando com a literatura que aponta que pelo menos 50% dos individuos HPV positivos
em mucosa oral se infectam com o HPV de alto risco (ARBABI-KALATI et al., 2014; JOO et
al.,, 2013). Em estudo com 721 amostras, 96,1% havia prevaléncia do HPV 16 (ANG;
STURGIS, 2012). Concordando com demais autores da literatura que encontraram o0 mesmo
gendtipo nos seus achados (KULKARNI et al., 2011; LINGEN et al., 2013; ST GUILY et al.,
2011)

Os casos em que ndo foi possivel realizar a genotipagem nas amostras, pode se
justificar pela coleta das células serem feitas por citologia esfoliativa, 0 que se observa é que

através dessa técnica, a captura das células é muito superficial; considera-se que amostras
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frescas e congeladas conservam melhor o DNA do que amostras de esfoliacdo (VIETIA et al.,
2014).

A degradacdo do DNA que impossibilitou o processo de sequenciamento, ndo pdde ser
justificada por meios praticos, contudo, sugere-se que algum componente presente nas celulas
escamosas orais inibe a reacdo, tal como as imunoglobulinas presentes na saliva ou ainda a
presenca de microrganismos bucais, fato este que, impossibilitou que mais amostras fossem
genotipadas, no entanto, pode-se verificar a alta presenca deste virus nos casos estudados. Na
literatura ndo se pode observar ocorréncia semelhante, desta forma estudos acerca de tal
acontecimento devem ser realizados para melhor entendimento.

A infeccdo oral pode ocorrer em qualquer idade, (ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010;
SNIETURA et al., 2011; ST GUILY et al., 2011). Contudo, alguns autores relatam a infeccao
pelo HPV oral prevalente em adultos jovens, devido a fase ser caracterizada como
sexualmente ativa (ARBABI-KALATI et al., 2014; PUKKALA; SIIDERHOLM;
LINDQVIST, 1994; ST GUILY et al., 2011). Outros observaram prevaléncia na sexta década
de vida (ST GUILY et al., 2011), corroborando trabalhos de outros autores (JOO et al., 2013;
LINGEN et al., 2013). Geralmente o perfil do portador é adultos jovens, do sexo masculino,
caucasianos, ndo tabagistas e sexualmente ativos (ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010;
SNIETURA et al., 2011; ST GUILY et al., 2011). O perfil epidemiolégico dos pacientes
dessa amostra foi feodermas (53,6%, 15/28), em uma faixa etéria entre a quarta e a quinta
década de vida (21,4%, 9/28).

Em relacdo ao sexo, alguns autores relataram o sexo feminino como o0 mais acometido,
com 80% dos casos (ST GUILY et al., 2011). J& outros apresentaram 63 casos masculino para
1 feminino (JOO et al., 2013), enquanto alguns observaram um total de 21 homens infectados,

para 3 mulheres (LINGEN et al., 2013), discordando com a presente casuistica na qual a
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prevaléncia foi de mulheres (60,7%, 17/28), do lar (25%, 7/28). Vale considerar que nessa
amostra, ao aplicar o Odds Ratio, obteve-se que no sexo feminino ha duas vezes mais chances
de se infectar com o HPV, do que no sexo masculino. Fato este que pode ser explicado pela
associacdo com demais fatores causais associados, tais como a utilizacdo de anticoncepcional
oral, bem como a presenca de outras doencas sexualmente transmissiveis (principalmente
Chlamydia e Herpes genital), inflamacdo crénica, imunossupressao e paridade, o que é
relatado em trabalho de coorte e corte transversal( TROTTIER; FRANCO, 2006)

Apesar da necessidade de se saber a taxa de estadiamento para se planejar o
tratamento e estabelecer o prognostico, observa-se que 0s portadores de canceres decorrentes
por infeccdo por HPV, a depender do estagio do tumor, possuem sobrevida maior, apos
instituido o tratamento, seja ele qual for hd uma melhor resposta, por parte do paciente,
considerando que os carcinomas decorrentes do virus HPV sdo mais radio e quimiossensiveis
(ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010; BIRON; O’CONNELL; SEIKALY, 2013; ST GUILY
et al., 2011), andlise esta que ndo pdde ser verificada nesta pesquisa, pois alguns pacientes ao
longo do estudo vieram a 6Obito, bem como, necessario seria um acompanhamento a longo
prazo para se definir a sobrevida dos pacientes HPV positivos em rela¢do aos HPV negativos.

Ha aspectos citoldgicos de grande valia para a avaliacdo da presenca do virus HPV nos
individuos, tais como: a disqueratose, binucleacdo e multinucleacdo; além da coilocitose,
dessa forma, a medida que a lesdo se maligniza, 0 DNA do virus deixa de ser circular e passa
a ser linear, se incorporando ao DNA da célula hospedeira (ALBRING et al., 2006). Na
presente amostra, ndo foi possivel se observar tais caracteristicas, uma vez que ndo se teve
acesso aos laudos histopatolégicos de todos os pacientes, embora 0s que esse acesso foi

possibilitado, ndo se identificou a presenca das alteragdes supracitadas.
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Sabe-se que o diagnostico para HPV é feito por deteccdo do DNA viral nas células
infectadas através de técnicas de biologia molecular (CHEN et al., 2012; IQBAL et al., 2014;
RIET; RIVERO; NUNES, 2006), além da técnica de hibridizacéo in situ para detec¢do do
HPV oral por meio de amostras fixadas em blocos de parafina. A PCR tem se apresentado
como uma técnica mais precisa, em tempo real e com baixos valores preditivos negativos
(ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010). Corroborando com a literatura, neste estudo foi
instituida a técnica nested PCR, utilizando os primers MY09/MY1l e GP05/GP06
(ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010; CHATURVEDI et al., 2011; DURZY et al., 2011;
RIET; RIVERO; NUNES, 2006; SALAZAR et al., 2014).

O papel do HPV na progressdo do cancer do epitélio oral permanece controverso, uma
vez que os estudos apenas sugerem essa associacdo (VIETIA et al., 2014; YANG; HUANG;
KO, 2013). No teste Qui Quadrado realizado neste trabalho, teve-se um valor de p=0,07, ou
seja, valor de p>0,05, rejeitando a hipotese de que as frequéncias diferiam entre 0s grupos
(HPV positivos e HPV negativos). A relacdo ndo se faz tdo forte quanto a existente no colo
uterino, na regido de cabeca e pescoco os resultados tém sido inconsistentes (VIETIA et al.,
2014; YANG; HUANG; KO, 2013). No entanto, verificou-se que um aumento no numero
amostral possa convergir para diferencas significativas, apontando que os pacientes HPV
positivos possam ter uma relacdo entre o cancer oral, mais especificamente em regido de
lingua.

Assim, apesar dos valores percentuais mostrarem gque houve prevaléncia de individuos
HPV positivos, 63,6% (28), estatisticamente ndo foi significativa, como em tantas outras
pesquisas da literatura. Vale ressaltar que, faz-se necessario considerar a imunidade humoral
dos individuos que foram estudados, pois alguns deles podem possuir baixa no sistema

imunolégico, que propiciem o estabelecimento da infeccdo produtiva pelo HPV viral, ou
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mesmo resisténcia inibindo esse contagio. Como se trata de pacientes que possuem uma
patologia extenuante, inUmeros pacientes que se encontravam em tratamento desta patologia

apresentavam indicativos clinicos de debilidade.
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Considerac0es Finais

1 - 63,6% (28) apresentaram o virus HPV, dos quais 9 foram tipados, resultando nos
genotipos HPV 16, HPV 18, HPV 35, HPV 11 e HPV 90.

2 - Houve uma prevaléncia do HPV positivo em individuos sexo feminino, do lar, feodermas,
entre a quarta e a quinta década de vida, apresentando a lesdo neoplasica na regido de lingua.
3 - Os resultados demonstram que ndo houve significancia estatistica (p=0,07), ndo

apresentando relacdo de causa efeito entre 0 HPV e o cancer de cabeca e pescoco.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Dos 44 individuos estudados, 63,6% apresentaram o virus HPV, havendo uma
prevaléncia em individuos sexo feminino (60,7%), do lar (25%), feodermas (53,6%), entre a
quarta e a quinta década de vida (21,4%), apresentando a lesdo neoplasica na regido de lingua,
28,6%. Tais resultados por meio do Teste estatistico apresentou um valor de p=0,07, o que
indica a auséncia de significancia estatistica, ndo podendo relacionar o desenvolvimento do

cancer de cabeca e pescoco a infecgcdo pelo Papilomavirus Humano — HPV.

6. COMUNICADO A IMPRENSA

Esse estudo reflete acerca da infeccdo do Papiloma virus Humano como possivel
agente para o desenvolvimento do cancer de cabeca e pesco¢o. Contudo a literatura aponta a
existéncia de controvérsias nesta associacao, principalmente por vislumbrar uma mudanca de
paradigmas na abordagem clinica atual para diagnostico, tratamento e prevencgdo da neoplasia.

Essa associacdo se faz geralmente com os tipos virais de alto potencial oncogénico,
tais como os tipos 16 e 18. Normalmente, quando se percebe a relagdo de causa-efeito entre

ambas as condicOes, observa-se uma resposta positiva do individuo ao tratamento, uma vez

53



que as lesbes decorrentes de tais virus sdo quimio e radiossensiveis, melhorando o
prognostico e o indice de sobrevida.

Dessa forma, o presente trabalho realizou uma relevante investigacdo na busca dos
possiveis genotipos existentes em 44 pacientes portadores de cancer de cabeca e pescoco e
atendidos em centros de referéncia da Bahia e Sergipe. Os mesmos apresentaram a neoplasia
nas mais diversas regifes da cabeca e pescoco, desde a mucosa bucal, lingua, labio,
orofaringe e rinofaringe. Os resultados revelaram que das 44 amostras, 28 apresentaram
positividade para o virus HPV, com predominio dos tipos virais de alto risco.

Em algumas amostras positivas, 0 DNA foi impossibilitado de ser sequenciado, o que
ndo permitiu a genotipagem. Sugere-se que tal fato tenha ocorrido devido a realizacdo da
coleta das células terem sido feitas por citologia esfoliativa, uma vez que se sabe que nessa
técnica, a captura das células € muito superficial. Além disso, sugere-se que algum
componente presente nas células escamosas orais inibe a reacdo, tal como as imunoglobulinas
presentes na saliva ou ainda a presenca de microrganismos bucais, fato este que ndo foi
identificado na literatura estudada.

Com tais resultados ndo se pode estabelecer de fato uma inter-relacdo entre ambas as
condicdes, pode-se sugerir uma possivel relacdo, fato esse comprovado pelo teste estatistico
do Qui Quadrado, o qual estabeleceu um valor de p=0,07, demonstrando que as frequéncias
ndo diferem, sendo estatisticamente insignificantes.

Além disso, deve-se considerar outros fatores relacionados no desenvolvimento da
neoplasia, tais como estilo de vida, estadiamento da lesdo, biologia local e suas alteragfes
celulares epigenéticas, provenientes de acUmulos genéticos adicionais, por agentes
carcinogénicos ou mutagénicos, como, por exemplo: o uso do tabaco, associado ou ndo ao

consumo excessivo de alcool.
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O simples fato de ser portador do HPV ndo serd suficiente para se definir o
desenvolvimento da neoplasia. O presente trabalho abre caminhos para realizacdo de novas

pesquisas a fim de se obter resultados mais fidedignos que sedimentem o estudo em quest&o.
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Humano, HPV. Este se iza por ser epi & e atua na gdo da ativi celular pela

ligagfio das suas oncoproteinas & parede da célula hospedeira. Assim ocomme diminuigio da capacidade de
P 30 tumoral e to do i da célula i o virus se distribui de forma homogénea,
levando a uma maior possibilidade de malignizag3o celular.

Objetive da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Analisar a presenga e o tipo mais frequente de Papilomavirus Humano (HFV) em amostras bucais de

pacientes portadores de carcinoma de células

escamosas.

Enderego:  Rua Claudo Batista sn®

Balrmo: Sanatorio CEP: 45.060-110
UF: SE Municipio:  ARACAJU
Talsfone: (79)2105-1305 E-mall: caphuuts br
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Apresentagio do Projeto:

O projeto estudar o i de células que & uma ia genética, e
de alta i i & que continua a ter uma incidéncia global elevada. Sua eticlogia esta

relacionada a exposigio a alguns fatores de risco, tais como, os habituais consumo de alcool e tabaco; e a

influéncia de fatores extrinsecos, come a genética, e a contaminagio por oncovirus, como o Papiloma Virus

Humano, HFY. Este se iza por ser epil & e alua na gao da ativi celular pela
ligag3o das suas oncoproteinas & parede da célula hospedeira. Assim ocorre diminuigio da capacidade de
supressdo tumoral e aumento do crescimento da célula infectada. o virus se distribui de forma homogénea.

levando a uma maicr ibili de izagio celular.

Objetivo da Pesquisa:
Objetive Primario:
Analisar a presenga e o tipo mais frequente de Papilomavirus Humano (HFV) em amostras bucais de

pacientes portadores de i de células

Endersgo:  Rua Claudio Batista sn®

Balmo:  Sanattrio CEP: £0.060-110
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APENDICE 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA OS
PESQUISADORES CONVIDADOS

Queremos lhe convidar como pesquisador voluntario para participar do projeto
“GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM PACIENTES
PORTADORES DE CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS”. A mesma tem como
pesquisador responsavel o professor doutor Cleverson Luciano Trento, e o professor doutor
Silvio Santana Dolabella; e como equipe executora, a mestranda em Clinica Odontolégica,
Juliana da Silva Barros Cedraz, do Programa de Pés Graduacdo em Odontologia da
Universidade Federal de Sergipe. Assim, 0 objetivo deste estudo é avaliar a presenca do
Papiloma Virus Humano (HPV) na cavidade bucal de pacientes portadores de carcinoma
bucal, fazendo-se uma associagdo entra as duas doencas, ja que a literatura aponta sendo a
primeira, fator extrinseco para o desenvolvimento da segunda.

Caso aceite o convite, podera tanto disponibilizar o ambulatério do seu setor e ficar no
posto de supervisdo do trabalho da citada mestranda, ou mesmo participar ativamente da
realizacdo das etapas de desenvolvimento da pesquisa, como segue: Apds abordagens aos

pacientes, e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, sera realizada
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citologia esfoliativa na regido da lesdo, quando acessivel, e areas adjacentes. Esse processo
sera feito no ambulatério da disciplina Diagnostico Bucal da Universidade Federal de Sergipe,
bem como no Hospital de Urgéncia de Sergipe.

Posteriormente a amostra coletada, armazenada em tubos falcon contendo alcool
70°GL, sera encaminhada para Laboratorio de Entomologia e Parasitologia da Universidade
Federal de Sergipe, a fim de se proceder a extracdo de DNA, deteccdo e genotipagem do
Papiloma Virus Humano. Apds obtencdo dos resultados, os dados serdo tabulados e
apresentados ao final da pesquisa.

Os riscos que podem existir, referem-se a exposicdo a compostos quimicos tdxicos,
gue sdo minimizados com a utilizacdio de EPI adequados; além da possibilidade de
constrangimentos no momento de realizar a coleta na presenca dos responsaveis pelo estudo,
0 que pode ser sanado por meio de dialogo. Vale ressaltar que os beneficios se referem a
possibilidade de contribuir com uma pesquisa de grande relevancia cientifica, uma vez que é
uma tematica ainda controversa na literatura. Desse modo, os resultados encontrados seréo
posteriormente submetidos a apreciacdo de periddicos de impacto cientifico.

Vale ressaltar a importancia do cumprimento da Resolucdo CNS 466/12, que trata dos
preceitos éticos das pesquisas envolvendo seres humanos, resguardando dessa forma a
seguranca e bem estar dos sujeitos recrutados para a pesquisa. E, dessa forma, na sua funcéo,
enquanto pesquisador voluntario, deve comprometer-se a utilizar os materiais e dados
coletados exclusivamente para os fins previstos no projeto.

Ressalta-se ainda que, a qualquer momento, vocé podera se negar a dar continuidade
ao estudo, sem qualquer dano. E podera ser indenizado caso se sinta lesado em algum

momento do desenvolvimento da pesquisa. No momento em que houver necessidade de
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maiores informacfes acerca da pesquisa, podera ser feito contato com um dos(as)
pesquisadores (as) responsaveis na Universidade Federal de Sergipe.
Caso aceite participar do estudo, assine esse termo em duas vias. Uma fica com vocé e

outra com 0s responsaveis pelo projeto.

Aracaju, de de

Assinatura da mestranda:

Assinatura do pesquisador convidado:

Assinatura do pesquisador responsavel:

Contatos do Coordenador do Projeto

Cleverson Luciano Trento

E-mail: cleverson@ufs.br

Telefone: 7921051823

Endereco: Rua Claudio Batista, S/N; 49.060-100 Aracaju

Campus do Hospital Universitario/Departamento de Odontologia/Ambulatoério 1V
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APENDICE 3

- ~
FLUENDO CRESCIT
O ¢ @

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
DEPARTAMENTO DE SAUDE

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

TERMO DE ACEITE

Aracaju, de de 2014

Ao Sr. Cleverson Luciano Trento

Coordenador do projeto

Declaro que aceito o convite e autorizo a utilizacdo das dependéncias odontol6gicas do Servico de

, €em , como um dos campos de estudo do projeto de

pesquisa intitulado “PESQUISA E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)
EM PACIENTES PORTADORES DE CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS” a ser
desenvolvido pela mestranda Juliana da Silva Barros Cedraz, do Programa de Pds Graduacdo em

Odontologia da Universidade Federal de Sergipe.

Assinatura do coordenador
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APENDICE 4

- ~
FLUENDO CRESCIT
O ¢ @

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
DEPARTAMENTO DE SAUDE

PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

TERMO DE COMPROMISSO

Aracaju, de de 2015
Ao Sr. Cleverson Luciano Trento
Coordenador do projeto
Eu, , declaro estar ciente da importancia do cumprimento da Resolucdo CNS

466/12, que trata dos preceitos éticos das pesquisas envolvendo seres humanos, resguardando dessa
forma a seguranca e bem estar dos sujeitos recrutados para a pesquisa. E, dessa forma, comprometo-
me a utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no projeto intitulado
“PESQUISA E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM PACIENTES
PORTADORES DE CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS”, a ser desenvolvido pela
mestranda Juliana da Silva Barros Cedraz, do Programa de P6s Graduagdo em Odontologia da

Universidade Federal de Sergipe.

Assinatura do participante
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APENDICE 5

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O PUBLICO PARTICIPANTE
DA AMOSTRA DO ESTUDO

O projeto “GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM PACIENTES
PORTADORES DE CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS”, tendo como pesquisador responsével o
professor doutor Cleverson Luciano Trento, e o professor doutor Silvio Santana Dolabella; e como equipe
executora, a mestranda em Clinica Odontoldgica, Juliana da Silva Barros Cedraz, objetiva avaliar a presenca do
Papiloma Virus Humano (HPV) em pacientes portadores de cancer de boca.

Dessa forma, queremos lhe convidar para participar deste estudo, sem qualquer custo financeiro.
Inicialmente, por meio de uma escova sera feito um atrito na regido da lesdo e préxima a mesma. Essa amostra,
presente na escova, é colocado em um tubo com alcool 70°GL e levada ao laboratério, onde se observara se ha
presenca do virus HPV. Inicialmente por meio de determinados procedimentos, extrai 0 DNA da amostra e
depois avalia se existe o virus presente. Em caso afirmativo, faz-se outro processamento laboratorial para
identificar qual o tipo viral envolvido, se poderia ser considerado responsavel pelo desenvolvimento da leséo.

Ap0s obtencdo dos resultados, se existe o virus e qual o tipo, serd elaborado um banco de dados, com
todas as informacBes. Este documento serd4 guardado em local de acesso apenas pelos pesquisadores; e 0s
mesmos serdo destruidos ap6s cinco anos. Caso 0 participante queira ter o acesso, 0s mesmos poderdo ser
disponibilizados pela equipe apés o estabelecimento de contato por telefone ou
e-mail. Suas informacgBes serdo mantidas em sigilo, garantindo seu anonimato durante e apds o estudo. As
mesmas, sO serdo utilizadas para fins académicos, através de revistas ou jornais de cunho cientifico para os
profissionais da area. A qualquer momento, vocé podera desistir de participar da pesquisa, sendo seus dados
automaticamente excluidos do estudo, necessitando apenas entrar em contato com os (as) pesquisadores (as)

responsaveis.
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- ~
FLUENDO CRESCIT
e O

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

CONTINUAGAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Os riscos que podem ser observados no desenvolvimento do estudo, e que deverdo ser evitados,
referem-se ao possivel medo de expor ideias, ou a ndo compreensdo a linguagem estabelecida entre o
participante e o0s pesquisadores. Assim o0 participante terd direito a indenizagdo caso houverem
comprovadamente danos causados pela presente pesquisa. Contudo, tais danos podem ser minimizados através
da solicitagdo de maiores esclarecimentos em caso de qualquer divida; além disso deve-se considerar que ha o
beneficio de se avaliar o nivel de associacdo da infec¢do pelo virus do HPV e o desenvolvimento do cancer de
boca, o que contribuird para uma melhor abordagem e conduta em relacéo ao paciente portador da doenca.

Caso concorde em participar da pesquisa, vocé e o(a) pesquisador(a) assinardo este termo em duas vias;
uma ficard com vocé e a outra com o pesquisador.

Aracaju, de de

Nome:

Assinatura do participante:

Assinatura do pesquisador responsavel:

Contatos do Coordenador do Projeto

Cleverson Luciano Trento E-mail: cleverson@ufs.br Telefone: 7921051823
Endereco: Rua Claudio Batista, S/N; 49.060-100 Aracaju

Campus do Hospital Universitario/Departamento de Odontologia/Ambulatério \Y
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APENDICE 6

§

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS GRADUAGCAO EM ODONTOLOGIA

FICHA DE COLETA DE DADOS SECUNDARIOS

NOME: NUMERO DO PRONTUARIO:
SEXO:___F __ M IDADE: DATADE NASCIMENTO:

COR:____ MELANODERMA __ LEUCODERMA XANTODERMA  __ FAIODERMA
ESTADOCIVIL: NATURALIDADE: NACIONALIDADE
ESCOLARIDADE: OCUPAGAO:

CONSUMOAPENASDEALCOOL:__S__ N CONSUMOAPENASDETABACO: SN

CONSUMODEALCOOLETABACO: S __ N

SEABANDONOUOALCOOL:__S N  SEABANDONOU O TABACO: S N
TEMPO DE ABANDONO:
LOCALIZACAO DALESAO: DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO (SETIVER):
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APENDICE 7

PROTOCOLO DO TET - Tris, EDTA, Tween 20 (TAMPAO PARA DIGESTAO)

TRIS 50mM pH=8,5
EDTA 1Mm pH=8 (solucéo estoque 0,25)
TWEEN 20 0,5%
Para 100mL.:

1) Colocar 80 mL de agua;

2) 0,6g de tris - usar o aminometano ultra puro;

3) Acertar o pH para 8,5 com HCI 2N;

4) Colocar 0,4 mL de EDTA e 0,5 mL de Tween 20;

5) Colocar a solugdo em uma garrafa, autoclavar e aliquotar.
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ANEXO

NORMAS DA REVISTA ANTICANCER RESEARCH

Instructions for Authors

General Policy. ANTICANCER RESEARCH (AR) will accept original high quality works
and reviews on all aspects of experimental and clinical cancer research. The Editorial Policy
suggests that priority will be given to papers advancing the understanding of cancer causation,
and to papers applying the results of basic research to cancer diagnosis, prognosis, and
therapy. AR will also accept the following for publication: (a) Abstracts and Proceedings of
scientific meetings on cancer, following consideration and approval by the Editorial Board,;
(b) Announcements of meetings related to cancer research; (c) Short reviews (of
approximately 120 words) and announcements of newly received books and journals related
to cancer, and (d) Announcements of awards and prizes.

The principal aim of AR is to provide prompt publication (print and online) for original works
of high quality, generally within 1-2 months from final acceptance. Manuscripts will be
accepted on the understanding that they report original unpublished works in the field of
cancer research that are not under consideration for publication by another journal, and that
they will not be published again in the same form. All authors should sign a submission letter
confirming the approval of their article contents. All material submitted to AR will be subject
to review, when appropriate, by two members of the Editorial Board and by one suitable
outside referee. The Editors reserve the right to improve manuscripts on grammar and style.
The Editors and Publishers of AR accept no responsibility for the contents and opinions
expressed by the contributors. Authors should warrantee due diligence in the creation and

issuance of their work.
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NIH Open Access Policy. The journal acknowledges that authors of NIH funded research
retain the right to provide a copy of the final manuscript to the NIH four months after
publication in ANTICANCER RESEARCH, for public archiving in PubMed Central.
Copyright. Once a manuscript has been published in ANTICANCER RESEARCH, which is a
copyrighted publication, the legal ownership of all published parts of the paper has been
transferred from the Author(s) to the journal. Material published in the journal may not be
reproduced or published elsewhere without the written consent of the Managing Editor or
Publisher.

Format. Two types of papers may be submitted: (i) Full papers containing completed original
work, and (ii) review articles concerning fields of recognisable progress. Papers should
contain all essential data in order to make the presentation clear. Reasonable economy should
be exercised with respect to the number of tables and illustrations used. Papers should be
written in clear, concise English. Spelling should follow that given in the “Shorter Oxford
English Dictionary”.

Manuscripts. Submitted manuscripts should not exceed fourteen (14) pages (approximately
250 words per double - spaced typed page), including abstract, text, tables, figures, and
references (corresponding to 4 printed pages). Papers exceeding four printed pages will be
subject to excess page charges. All manuscripts should be divided into the following sections:
(@) First page including the title of the presented work [not exceeding fifteen (15) words], full
names and full postal addresses of all Authors, name of the Author to whom proofs are to be
sent, key words, an abbreviated running title, an indication “review”, “clinical”,
“epidemiological”, or “experimental” study, and the date of submission. (Note: The order of
the Authors is not necessarily indicative of their contribution to the work. Authors may note

their individual contribution(s) in the appropriate section(s) of the presented work); (b)
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Abstract not exceeding 150 words, organized according to the following headings:
Background/Aim - Materials and Methods/Patients and Methods - Results - Conclusion; (c)
Introduction; (d) Materials and Methods/Patients and Methods; (e) Results; (f) Discussion; (g)
Acknowledgements; (h) References. All pages must be numbered consecutively. Footnotes
should be avoided. Review articles may follow a different style according to the subject
matter and the Author's opinion. Review articles should not exceed 35 pages (approximately
250 words per double-spaced typed page) including all tables, figures, and references.
Figures. All figures should appear inline in the submitted document file. Once a manuscript is
accepted all figures and graphs should be submitted separately in either jpg, tiff or pdf format
and at a minimum resolution of 300 dpi. Graphs must be submitted as pictures made from
drawings and must not require any artwork, typesetting, or size modifications. Symbols,
numbering and lettering should be clearly legible. The number and top of each figure must be
indicated. Pages that include color figures are subject to color charges.

Tables. All tables should appear inline in the submitted document file. Once a manuscript is
accepted, each table should be submitted separately, typed double-spaced. Tables should be
numbered with Roman numerals and should include a short title.

References. Authors must assume responsibility for the accuracy of the references used.
Citations for the reference sections of submitted works should follow the standard form of
“Index Medicus” and must be numbered consecutively. In the text, references should be cited
by number. Examples: 1 Sumner AT: The nature of chromosome bands and their significance
for cancer research. Anticancer Res 1: 205-216, 1981. 2 McGuire WL and Chamnes GC:
Studies on the oestrogen receptor in breast cancer. In: Receptors for Reproductive Hormones

(O' Malley BW, Chamnes GC (eds.). New York, Plenum Publ Corp., pp 113-136, 1973.
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Nomenclature and Abbreviations. Nomenclature should follow that given in "Chemical
Abstracts”, "Index Medicus”, "Merck Index”, "IUPAC -IUB", "Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology”, The CBE Manual for Authors, Editors and Publishers (6th
edition, 1994), and MIAME Standard for Microarray Data. Human gene symbols may be
obtained  from  the HUGO Gene Nomenclature ~ Committee ~ (HGNC)
(http://www.gene.ucl.ac.uk/). Approved mouse nomenclature may be obtained from
http://www.informatics.jax.org/. Standard abbreviations are preferable. If a new abbreviation
is used, it must be defined on first usage.

Clinical Trials. Authors of manuscripts describing clinical trials should provide the
appropriate clinical trial number in the correct format in the text.

For International Standard Randomised Controlled Trials (ISRCTN) Registry (a not-for-profit
organization whose registry is administered by Current Controlled Trials Ltd.) the unique
number must be provided in this format: ISRCTNXXXXXXXX (where XXXXXXXX
represents the unique number, always prefixed by “ISRCTN”). Please note that there is no
space between the prefix “ISRCTN” and the number. Example: ISRCTN47956475.

For Clinicaltrials.gov registered trials, the unique number must be provided in this format:
NCTXXXXXXXX (where XXXXXXXX represents the unique number, always prefixed by
'NCT"). Please note that there is no space between the prefix 'NCT' and the number. Example:
NCTO00001789.

Ethical Policies and Standards. ANTICANCER RESEARCH agrees with and follows the
"Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” established by
the International Committee of Medical Journal Editors in 1978 and updated in October 2001
(www.icmje.org). Microarray data analysis should comply with the "Minimum Information

About Microarray Experiments (MIAME) standard"”. Specific guidelines are provided at the
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"Microarray Gene Expression Data Society” (MGED) website. Presentation of genome
sequences should follow the guidelines of the NHGRI Policy on Release of Human Genomic
Sequence Data. Research involving human beings must adhere to the principles of the
Declaration of Helsinki and Title 45, U.S. Code of Federal Regulations, Part 46, Protection of
Human Subjects, effective December 13, 2001. Research involving animals must adhere to
the Guiding Principles in the Care and Use of Animals approved by the Council of the
American Physiological Society. The use of animals in biomedical research should be under
the careful supervision of a person adequately trained in this field and the animals must be
treated humanely at all times. Research involving the use of human foetuses, foetal tissue,
embryos and embryonic cells should adhere to the U.S. Public Law 103-41, effective
December 13, 2001.

Submission of Manuscripts. Please follow the Instructions for Authors regarding the format of
your manuscript and references.

Manuscripts must be submitted only through our online submission system.

In case a submission is incomplete, the corresponding Author will be notified accordingly.
Questions regarding difficulties in using the online submission system should be addressed to:
email: journals@iiar-anticancer.org

Galley Proofs. Unless otherwise indicated, galley proofs will be sent to the corresponding
Author of the submission. Corrections of galley proofs should be limited to typographical
errors. Reprints, PDF files, and/or Open Access may be ordered after the acceptance of the
paper. Authors of online open access articles published in 2015 are entitled to a
complimentary online subscription to Anticancer Research 2015. Requests should be
addressed to the Editorial Office. Galley proofs should be returned corrected to the Editorial

Office by email within two days.
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http://www.iiar-submissions.com/login.html

Copyright© 2015 - International Institute of Anticancer Research (J.G. Delinasios). All rights
reserved (including those of translation into other languages). No part of this journal may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted in any form or by any means,
electronic, mechanical, photocopying, microfilming, recording or otherwise, without written
permission from the Publisher.

Specific information and additional instructions for Authors

1. Anticancer Research (AR) closely follows the new developments in all fields of
experimental and clinical cancer research by (a) inviting reviews on topics of immediate
importance and substantial progress in the last three years, and (b) providing the highest
priority for rapid publication to manuscripts presenting original results judged to be of
exceptional value. Theoretical papers will only be considered and accepted if they bear a
significant impact or formulate existing knowledge for the benefit of research progress.

2. Anticancer Research will consider the publication of conference proceedings and/or
abstracts provided that the material submitted fulfils the quality requirements and instructions
of the journal, following the regular review process by two suitable referees. (For further
information please click here)

3. An acknowledgement of receipt, including the article number, title and date of receipt is
sent to the corresponding author of each manuscript upon receipt. If this receipt is not
received within 20 days from submission, the author should call or write to the Editorial
Office to ensure that the manuscript (or the receipt) was not lost in the mail or during
electronic submission.

4. Each manuscript submitted to AR is sent for review in confidence to two suitable referees
with the request to return the manuscript with their comments to the Editorial Office within

12 days from receipt. If reviewers need a longer time or wish to send the manuscript to
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another expert, the manuscript may be returned to the Editorial Office with a delay. All
manuscripts submitted to AR, are treated in confidence, without access to any person other
than the Managing Editor, the journal's secretary, the reviewers and the printers.

5. All accepted manuscripts are peer-reviewed and carefully corrected in style and language,
if necessary, to make presentation clear. (There is no fee for this service). Every effort is made
(a) to maintain the personal style of the author's writing and (b) to avoid change of meaning.
Authors will be requested to examine carefully manuscripts which have undergone language
correction at the pre-proof or proof stage.

6. Authors should pay attention to the following points when writing an article for AR:

* The Instructions to Authors must be followed in every detail.

* The presentation of the experimental methods should be clear and complete in every detail
facilitating reproducibility by other scientists.

» The presentation of results should be simple and straightforward in style. Results and
discussion should not he combined into one section, unless the paper is short.

* Results given in figures should not be repeated in tables.

* Figures (graphs or photographs) should be prepared at a width of 8 or 17 cm with legible
numbers and lettering.

* Photographs should be clear with high contrast, presenting the actual observation described
in the legend and in the text. Each legend should provide a complete description, being self-
explanatory, including technique of preparation, information about the specimen and
magnification.

 Statistical analysis should be elaborated wherever it is necessary. Simplification of

presentation by giving only numerical or % values should be avoided.
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* Fidelity of the techniques and reproducibility of the results, should be points of particular
importance in the discussion section. Authors are advised to check the correctness of their
methods and results carefully before writing an article. Probable or dubious explanations
should be avoided.

» Authors should not cite results submitted for publication in the reference section. Such
results may be described briefly in the text with a note in parenthesis (submitted for
publication by... authors, year).

» The References section should provide as complete a coverage of the literature as possible
including all the relevant works published up to the time of submission.

* By following these instructions, Authors will facilitate a more rapid review and processing
of their manuscripts and will provide the readers with concise and useful papers.

7. Following review and acceptance, a manuscript is examined in language and style, and
galley proofs are rapidly prepared. Second proofs are not sent unless required.

8. Authors should correct their galley proofs very carefully and preferably twice. An
additional correction by a colleague always proves to be useful. Particular attention should be
paid to chemical formulas, mathematical equations, symbols, medical nomenclature etc. Any
system of correction marks can be used in a clear manner, preferably with a red pen.
Additions or clarifications are allowed provided that they improve the presentation but do not
bring new results (no fee).

9. Articles submitted to AR may be rejected without review if:

« they do not fall within the journal's policy.
* they do not follow the instructions to authors.
* language is unclear.

» results are not sufficient to support a final conclusion.
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* results are not objectively based on valid experiments.
* they repeat results already published by the same or other authors before the submission to
AR.
* plagiarism is detected by plagiarism screening services.

(Rejection rate (2014): 65%).
10. Authors who wish to prepare a review should contact the Managing Editor of the journal
in order to get confirmation of interest in the particular topic of the review. The expression of
interest by the Managing Editor does not necessarily imply acceptance of the review by the
journal.
11. Authors may inquire information about the status of their manuscript(s) by calling the
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