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RESUMO

Alguns estudos tém demonstrado a presenca DNA-HPV, bem como, a expresséo de
oncoproteinas do virus em tumores esofagicos e géastricos. Entretanto, o papel do
Papilomavirus humano (HPV) nesses tumores, permanece controverso. Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo verificar a presenca do HPV em
amostras de tumores esofagicos e gastricos, bem como detectar a expressédo das
proteinas pl6'NK42 e E6 através da imuno-histoguimica. Nesse estudo
foramincluidas 89 bidpsias parafinadas, obtidas do Laboratério de Anatomia
Patolégica do HC-UFPE. A deteccdo do DNA-HPV foi efetuada pela técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers consenso MY09/MY11l e a
andlise da expressdo da oncoproteina viral E6 e da proteina p16 foi realizada por
imuno-histoquimica. O DNA viral foi detectado em 92,85% de lesdes benignas, 95%
de lesGes malignas de es6fago,86,7% de lesdes benignas e 75% de lesbes malignas
de estbmago. Por meio da imuno-histoquimica, o presente estudo verificou a
expressdo da oncoproteina E6 do HPV em14,28% daslesdes benignas e 25% das
lesGes malignas em espécimes de esb6fago, assim comoem 6,7% das lesdes
benignas e 25% das lesdes malignas em espécimes de estdbmago. A expressao da
proteina pl16 por imuno-histoquimica foi detectada em 50%dos tumores esofagicos
e 77% no estdbmago. Embora o presente estudo tenha mostrado a presenca do HPV
nas lesbes esofagicas e gastricas ndo assegura que o0 virus atue como fator
carcinogénico destas lesdes, entretanto, estudos que venham a comprovar a
presenca do DNA viral no genoma celular podem ser um passo inicial para buscar
compreender seu papel nestas lesdes.

Palavras-Chave: Papilomavirus Humano. Neoplasia gastrica. Neoplasia esofagica.
Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Some studies have demonstrated the presence of DNA-HPV as well as the
expression of virus oncoproteins in esophageal and gastric tumors. However, the role
of human papillomavirus (HPV) in these tumors remains controversial. Thus, the
present work aimed to verify the presence of HPV in samples of esophageal and
gastric tumors, as well as to detect the expression of p16INK4a and E6 proteins
through immunohistochemistry. In this study, 89 paraffin-shaped biopsies were
obtained from the HC-UFPE Pathology Anatomy Laboratory. DNA-HPV detection
was performed by the polymerase chain reaction (PCR) technique with consensus
primers MY09 / MY11 and analysis of the expression of the E6 viral oncoprotein and
the pl6 protein was performed by immunohistochemistry. Viral DNA was detected in
92.85% of benign lesions, 95% of malignant esophageal lesions, 86.7% of benign
lesions and 75% of malignant lesions of the stomach. By means of
immunohistochemistry, the present study verified the expression of HPV EG6
oncoprotein in 14.28% of benign lesions and 25% of malignant lesions in esophageal
specimens, as well as 6.7% of benign lesions and 25% of malignant lesions on
stomach specimens. Expression of the p16 protein by immunohistochemistry was
detected in 50% of esophageal tumors and 77% in the stomach. Although the present
study has shown the presence of HPV in esophageal and gastric lesions, it does not
ensure that the virus acts as a carcinogenic factor of these lesions, however, studies
that prove the presence of viral DNA in the cellular genome may be an initial step to
seek to understand their role in these injuries.

Key-Words: Human papilomavirus. Esophageal neoplasm. Gastric neoplasm.
Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), no Brasil, apenas para o0 ano
de 2016, foram estimados 10.810 casos novos de cancer de es6fago e 20.520 casos
novos de cancer de estbmago. Nesse mesmo ano, a estimativa para Pernambuco,
foi de 340 casos novos de cancer de esbéfago (7,5/100.000 habitantes) e 850 casos
novos de cancer de estbmago (18,07/100.000 habitantes)(INSTITUTO, 2016).

Os tumores esofagicos possuem duas Vvariantes morfologicas:
adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas. O adenocarcinoma esofagico
geralmente ocorre no terco distal do eséfago e pode invadir a regido do céardia
gastrico adjacente. Ja metade dos carcinomas de células escamosas ocorre no terco
médio do esd6fago(TURNER, 2010).

No estdbmago, o adenocarcinoma € o tipo de neoplasia maligna mais comum,
compreendendo mais de 90% de todos os canceres gastricos, sendo classificados
de acordo com sua localizacdo, morfologia macroscopica e histolégica. Embora a
incidéncia de adenocarcinoma gastrico esteja diminuindo, a de cancer do céardia
gastrico estd aumentando (INSTITUTO, 2016).

Varios séo os fatores que podem contribuir para o surgimento de neoplasias
em 6érgados como esodfago e estdbmago, dentre eles tabagismo, consumo exagerado
de alcool, deficiéncia de micronutrientes, infec¢do por Helicobacterpylori (causador
de gastrite cronica), metaplasia intestinal e displasia glandular (BUCCHlet al., 2016;
FAKHRAEI et al., 2016).

Além dos fatores citados anteriormente, o Papilomavirus humano (HPV)
também tem sido associado na etiologia do carcinoma esoféagico (SYRJANEN, 1982;
SYRJANEN et al., 1982) e em diversos outros 6rgéos tais como mucosa oral, cabeca
e pescocgo, estbmago, anus, colon, reto, bexiga, pénis, prostata, pulmdo, mama, pele
(BELTRAO et al., 2015; ESQUENAZI et al., 2010; FREITAS et al., 2016; LIMA et al.,
2016; TEZAL, 2012).

A participacdo do HPV nos tumores esofagicos e gastricos tem sido
estudada por alguns grupos de pesquisa avaliando a presenca do DNA viral, bem
como, a expressdo das oncoproteinas E6 e E7, além de outras proteinas
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potencialmente envolvidas, dentre elas a aproteinap16'N%42e pRb (TERMINI e
VILLA,2008; CARVALHO,2010).

Nos tumores induzidos pelo HPV, em modelo cervical, ocorre a integracao
do genoma viral com o genoma da célula hospedeira, levando a expressédo de
oncoproteinas virais E6 e E7. E6 degrada p53 e assim impede a apoptose da célula
hospedeira, enquanto que E7 inativa funcionalmentep Rb (proteina do
retinoblastoma), evitando que se ligue ao fator de transcricdo E2F. Tanto p53 como
pRb, sdo proteinas supressoras de tumor que regulam o ciclo celular, ja o fator E2F
promove uma expressdo aumentada de p16'Nk42 (p16) no nicleo e no citoplasma da
célula hospedeira podendo ser detectada por imuno-histoquimica. (MAHAJAN,
2016).

A patogenia molecular do carcinoma de células escamosas esofagicas e
células gastricas permanece indefinida, mas asalteracfes na atividade de diversos
genes supressores de tumor, incluindo as proteinas p53 e p16, provavelmente, estao
envolvidas (TAGAVI et al.,2010).

A atividade de supressao tumoral da p16/pRb, frequentemente esta inativa
em muitos tipos de canceres humanos que resulta em impacto na regulacao de um
grupo de genes envolvidos no controle da progressédo do ciclo celular, permitindo
que a célula entre na fase S, ultrapassando o ponto de checagem G1/S36 (DING et
al., 2010).

Em virtude da escassez de literatura e da importancia em se compreender
melhor a relacdo entre as proteinas mencionadas acima na génese do cancer de
esOfago e estbmago, faz-se necessario avaliar a presenca e expressao das proteinas
pl6é e E6 do HPV em amostras de lesdes benignas e malignas do es6fago e do
estdbmago, visando contribuir com o esclarecimento dos mecanismos carcinogénicos

e sua possivel associa¢do ao HPV.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Classificagéo e estrutura gendmica do HPV

O HPV é um virus pertencente a familia Papillomaviridae, com diametro
aproximado de 55 nm composto por 72 capsdmeros de simetria icosaédrica nao
revestido por envelope lipidico. O genoma viral € composto por um DNA de dupla
fita circularcom aproximadamente 8.000 pares de bases e massa molecular de 5x10°
daltons (ESQUENAZI et al., 2010; ROMANOS et al., 2015).

Seu genoma esté dividido em: uma regido codificante, com oito quadros de
leitura aberta ORF (do inglés, Open Reading Frames);regido precoce E (do inglés,
Early) contendo os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, necessarios a replicacdo viral e
com propriedades de transformacdo oncogénica; regido tardia L(do inglés, Late)
contendo os genes L1 e L2 que possuem codigos para a transformacao de proteinas
do capsideo viral; e outra regido ndo codificante LCR (do inglés, Long Control
Region) ou URR (do inglés, Upstream Regulatory Region), variando de 400 a 1000
pbs, localizadas entre as regibes L1 e E6, que controla a replicacdo do DNAe
transcricdo dos genes virais (ALBRING; BRENTANO; VARGAS, 2006; MOUGIN;
NICOLIER; DECRION-BARTHOD, 2008; SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005; ZUR
HAUSEN, 1999).

Figura 1 -Genomado DNA circular dupla fita do HPV.
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Fonte: Disponivel em: https://www.genpathdiagnostics.com/womens-health/gencerv/

A transformacédo maligna induzida pelo HPV depende da integracdo dos
oncogenes E6 e E7 do HPV ao genoma do hospedeiro, associado a persisténcia da
infeccdo, a baixa imunidade celular e cofatores tais como, estado nutricional,

polimorfismo viral, tabagismo e ingestao de &lcool (ROSA et al., 2009).

2.2 Ciclo bioldgico do HPV

A infeccao pelo HPV ocorre quando o virus se instala nas células da camada
basal do epitélio escamoso através de microfissuras.Na camada basal a replicacdo
€ nado-produtiva, ou seja, € minima, ndo se produzindo altera¢bes identificaveis
histologicamente. Ja nas células escamosas diferenciadas das camadas
suprabasais ocorre uma replicacdo do tipo produtiva com evidentes manifestacdes
morfolégicas como coilocitose e atipias celulares. (ELEUTERIO JUNIOR; GIRALDO;
GONCALVES, 2006; BERNARD et al., 2010).

Segundo a literatura, no modelo cervical, oHPVinfecta as células da
membrana basal do epitélio escamosoe entra em processo de diferenciacédo.O virus
depende da maquinaria de replicagdo do DNA da célula hospedeira para se
propagar, e induzir a proliferacdo das células infectadas. As proteinas E6 e E7,
produtos de oncogenes virais, sao fundamentais para garantir as caracteristicas de
malignidade do HPV(ROMANGOS et al., 2015).

A proteina E6 interage com proteinas regulatérias do ciclo celular, proteina
supressora tumoral p53 e a degrada por ubiquitinacdo. A proteina E7 interage com
a pRb gue limita a entrada na fase S, ao ligar-se as proteinas E2F, reguladoras de
genes (FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012).

A expressao alterada do gene E7 inibe a atividade da pRb que tem um papel
fundamental na manutencao da célula em G1, por formar complexos estaveis com o
fator de transcricdo de RNA mensageiro, E2F celular. A progressao do ciclo celular
a partir da fase G1 é regulada por proteinas chamadas ciclinas, as quais formam um
complexo com proteinas chamadas quinases ciclina-dependentes (CDKs). Os
complexos ciclina-CDK regulam a fosforilagdo de proteinas envolvidas na
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progressao do ciclo celular. E7 € uma potente inibidora da atividade da p21 e p27,
inibidores de CDK, evitando o controle de checagem da fase G1. A proteina p16 atua
como inibidora de CDK, mantendo a pRb hipofosforilada e controlando
negativamente a progressao do ciclo. Assim, 0s genes virais E6 e E7 atuam em duas
fases do ciclo celular do hospedeiro: no controle da passagem da fase G1 para a
fase S e na regulagcéo da apoptose celular. (CARVALHO, 2010; FERRAZ; SANTOS;
DISCACCIATI, 2012; TOKUGAWA et al., 2002; TRINGLER et al., 2004).

2.3 Expresséo de biomarcadores

A pl6 é detectada quando o gene pRb sofre mutacao, sendo detectado ou
inativado por acao viral através da expressdo do oncogene E7 do HPV. De maneira
inversa, nos casos clinicos que contém o gene pRb intacto, essa proteina fica
reduzida ndo sendo, portanto expressa no epitélio normal, nas células proliferativas
e nas lesdes inflamatdrias (O’NEILL; MCCLUGGAGE, 2006).

Entretanto, em lesdes infectadas por HPV, E7 liga-se a pRB, impedindo a
formacéo do complexo E7-E2F, levando a E2F livre e quanto mais livre estiver, maior
sera a expressao de pl6, que se acumula na célula podendo ser detectada por
métodos imuno-histoquimicos (BRASILEIRO-FILHO, 2011).

Em lesdes de alto grau e cancer, no modelo cervical, verifica-se aumento da
expresséo de pl16, sendo identificada como um biomarcador associado a expressao
desregulada dos oncogenes do HPV (BAHNASSY et al. 2007; KLAES et al., 2001,
SANO et al., 1998; TERMINI; VILLA, 2008; WANG et al., 2004; WENTZENSEN et
al., 2005).

2.4 HPV em lesBes esofagicas e gastricas

Em termos de incidéncia, o cancer de esbdfago € de trés a quatro vezes mais
comum entre homens do que entre mulheres. No Brasil, o cancer de esotfago é o

sexto mais incidente, para ambos 0s sexos. A sobrevida em cinco anos € baixa, por



19

volta de 15% a 25%. Por se tratar de um cancer de progndstico ruim, as taxas de
mortalidade aproximam-se das taxas de incidéncia em razao da alta letalidade dessa
neoplasia (INSTITUTO, 2016).

O tipo de tumor mais comum nocéancer de esdfago € o carcinoma de células
escamosas (CCE), seguido pelo adenocarcinoma (AC). Existem diferencas
epidemioldgicas e etiologicas significativas entre eles. O CCE é mais prevalente
sendo o subtipo predominante. O AC esta associado com o esdfago de Barrett,
sendo menos frequente (EDGREN; ADAMI; WEIDERPASS; NYREN, 2013).

Recentes mudancas foram observadas no curso da doenca. A incidéncia de
AC de esbfago tem sido crescente em varios paises ocidentais, em parte devido ao
aumento na prevaléncia de fatores de risco conhecidos, tais como: excesso de peso
e obesidade, além de uma mudanca da localizacao primaria, saindo do terco inferior
e indo para a juncéo esofagiana e gastroesofagiana. Em contrapartida, o CCE esta
em constante declinio em funcdo da reducdo do consumo de tabaco e alcool ao
longo do tempo (INSTITUTO, 2016).

Alguns fatores carcinogénicos ambientais como o consumo de tabaco,
consumo crbénicode alcool e deficiéncias nutricionais (CAMARGO et al., 2014,
CASTELLSAGUE et al., 1999) podem causar CCE. Refluxo gastro-esofagico (RGE)
e esbfago de Barrett sdo os mais importantes fatores de riscoconhecidos para o AC
(BHAT et al., 2011; HVID-JENSEN et al., 2011).

Quanto ao cancer gastrico, a maioria dos casos ocorre em paises em
desenvolvimento, com médio ou baixo indice de desenvolvimento humano (IDH), e
alta prevaléncia de infeccéo pela bactéria Helicobacter pylori. Além disso, a taxa de
incidéncia € mais alta no sexo masculino do que no feminino. Apesar de ter sido a
segunda causa de morte por cancer no mundo em ambos 0s sexos em 2012, a série
histérica das taxas de mortalidade apresentou declinio ao longo do tempo em varios
paises. Essa tendéncia repete-se na série temporal das taxas de incidéncia. Trés
explicagbes podem ter contribuido para esse declinio: a melhor conservagdo dos
alimentos, o consumo de alimentos frescos e a reducao de alimentos conservados
no sal (INSTITUTO, 2016).
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Além desses fatores, diversas infec¢des virais tém sido associadas a
neoplasia gastro-esofégicas, dentre elas esta a infec¢céo pelo HPV. Estudos mostram
que o HPV poderia desempenhar um papel potencial na patogénese do céancer
gastrico. Entretanto, essa relacao so pode ser confirmada pela detec¢cao do HPV nas

células de lesdes precursoras (displasia gastrica ou adenoma)(ZENG, et al., 2016).

2.5 Oncoproteina E6

E6 é uma oncoproteina superexpressa pelo hospedeiro apés o HPV integra
seu genoma ao DNA da célula infectada. Uma das funcBesdesta proteina é interacao
e degradacdo da proteina pré-apoptética BAK e a ubiquitinacdo e degradacéo da
proteina p53. Resultando na resisténcia da célula & apoptose e o aumento da
instabilidade cromossdmica por acumulo de mutacdes no genoma da célula
hospedeira (ZUR HAUSSEN, 2002).

A oncoproteina E6 recruta uma ubiquitina celular ligase associada a proteina
(E6AP) que forma um complexo trimérico com a p53 a qual leva a ubiquitinacéo e
degradacdo da p53. A ubiquitinacdo € uma modificagdo pés-traducional dinamica e
reversivel. Sem a proteina p53, a célula perde a capacidade de identificar e corrigir
possiveis danos ao DNA. Assim, aumenta a frequéncia das mutacfes, e esse
acumulo é a causa subjacente ao desenvolvimento de neoplasias (MOODY et. al.,
2010).
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Figura 2 - Mecanismo de acéo da oncoproteina E6. (JO e KIM, 2005).
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Outra via de inativacao da p53 é quando a E6liga-se com a p300, impedindo

a acetilacao e inibindo a transcricdo do gene e sua expressao (PATEL et. al., 1999).

A E6 induz a expressdo da telomerase, responsavel pela replicacdo das
extremidades finais do DNA, os teldmeros. Estes sédo perdidos progressivamente ao
longo das repetidas replicacdes celulares, sendo importantes na integridade do
genoma codificante. A oncoproteina E6 ativa a transcriptase reversa da telomerase
(TERT) que estimula a acdo da telomerase através da interagdo da E6AP com
moduladores, repressores, ativadores e fatores nucleares de transcricdo que se
ligam aos sitios promotores do TERT (MOODY et. al, 2010).

2.6 A proteina pl6'NK4a

As neoplasias resultam da perda do controle da regulacao do ciclo celular
promovida, dentre outros fatores, por alteracdes em proteinas reguladoras do ciclo
celular, tais como: p16, p53, CDK4 ou pRb.
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A proteina p16, inibidora de quinase4, € uma reguladora da divisao celular,
superexpressa pela presenca da oncoproteina E7 do HPV. A inativacdo da pRb pela
oncoproteina E7 do HPV estimula a liberacdo do fator de transcricdo E2F induzindo
a célula a sair da fase G1 e entrar na fase S do ciclo celular, causando a perda do
feed-back negativo entre pRb e o gene CDKN2A, este segue com a producédo e

acumulo da p16 no nucleo e citoplasma da célula (BERGERON et al., 2010).

Estudos mostram que a superexpressdo da proteina p16'NK42 pode ser
utilizada para estimar a evolugcdo e extensdo das lesdes cervicais e auxiliar na
diminuicdo das variacbes diagndsticas inter-observadores. Sua expressdo é
observada em nucleos e citoplasmas de células displasicas do epitélio escamoso,
assim como em tumores ginecoldgicos, trato ano genital e orofaringe (MAHAJAN,
2016; MISSAQUI et al., 2010; RAJCANI et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar a possivel associacao entre o Papilomavirus humano e os tumores

esofagicos e gastricos.

3.2 Especificos

» Caracterizacao dos pacientes.

A\

Detectar a presenca de DNA-HPV através da PCR nas amostras.

» Verificar a expressado da oncoproteina E6 em amostras parafinadasde
esbfago e estbmago;

> Verificar a expressao da proteina p16'Nk42 em amostras parafinadas de

esbfago e estbmago;



24

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Foi utilizado neste estudo o método observacional, analitico, transversal.

4.2 Local de estudo e origem das amostras

O estudo foi realizado tendo como base a analise dos prontuarios médicos
realizada no Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE).

As amostras de bidpsias foram obtidas no arquivo de blocos parafinizados
do Laboratorio de Anatomia Patolégica do (HC-UFPE).

4.3 Material de estudo

Foram selecionadas 89 biopsias parafinadas constituidas de 40 (quarenta)
casos de es6fago e 49 (quarenta e nove) casos de estdbmago contendo
representacdo significativa de lesdes benignas e malignas (Tabela 1), no periodo

compreendido entre o0 anode 2013 a 2015.
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Tabela 1 - Lesdes benignas e malignas em esofago e estomago.

Orgéo Leséo benigna Lesdo maligna
e Pdlipo hiperplasico e Carcinoma escamoso
e Papiloma escamoso e Adenocarcinoma
Esb6fago . . . : .
o Displasia epitelial escamosa ¢ Neoplasia maligna pouco
¢ Neoplasia fusocelular diferenciada

¢ Neoplasia mesenquimal

de alto grau
R e Pdlipo hiperplasico e  Tumor carcindide
Estdbmago . .
e Tumor estromal e Carcinoma de células em

anel de sinete

e Adenocarcinoma

4.4 Critérios de incluséao

Prontuarios médicos devidamente preenchidos;
Amostras de biépsias parafinadas e preservadas;

Casos com o devido Relatério Anatomopatolégico completo.

45 Critérios de exclusao

Amostras parafinadas que se apresentaram danificadas e/ou escassas;

Amostras parafinadas que n&o continham adequada identificagcdo ou sem

Relatorio Anatomopatolégico completo.



26

4.6 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi aprovado sob CAAE n 45268415.9.0000.5208 do
Comité de Etica em Pesquisa/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal de
Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) obedecendo integralmente os principios éticos
estabelecidos na resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS) (Anexo
A).

4.7 Riscos e beneficios

Quanto aos riscos, ocorreu um desgaste das amostras contendo a lesao

patolégica.

N&o h& beneficios diretos, porém como beneficios indiretos esta pesquisa
pretende corroborar no esclarecimento do processo carcinogénico tumoral esofagico

e gastrico.

4.8 Técnicas laboratoriais

4.8.1 Histopatologia

As amostras parafinidas foram encaminhadas para o Laboratério de
Histotecnologia do Programa de PoOs-Graduagdo em Patologia da UFPE
(PPGP/UFPE) a fim de obter-se cortes de 4 um de espessura em microtomo. Partes
desses cortes foram estendidas em laminas de vidro foscas e coradas em
hematoxiliana e eosina (HE) confirmadas através do diagnéstico histopatolégico. Os
demais cortes foram estendidos em laminas de vidro foscas silanizadas para ser

realizada a reacao imuno-histoquimica.
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Também foram recortados em maior espessura, cerca de 10um, para
extracdo de DNA visando a deteccado do HPV. As amostras foram congeladas a -
20°C até o momento do processamento.

4.8.2 Imuno-histoquimica

Desenvolvida em 1941 por Coons e colaboradores, baseia-se no principio
da ligacao antigeno-anticorpo (Ag-Ac) conjugado a um marcador cromogeno. O valor
pratico dessa técnica reside na identificacdo de varias estruturas celulares a nivel
funcional e morfolégico sem provocar nenhum tipo de dano a ligacao estabelecida
entre o0 anticorpo e o antigeno. Propiciando a observacdo microscépica de onde se
encontra o anticorpo e, consequentemente, o antigeno analisado. Pode ser aplicada
para fins diagnosticos, progndsticos, indicacdo terapéutica, estudo de doencas
infecciosas e outras doencas(FERRO, 2010).

Podendo ser util na identificacdo, diagnostico, progndstico e tratamento das
lesBes pré-neoplasicas do cancer de esbfago e estbmago, através da identificacédo
e quantificacdo de proteinas que apresentam o seu perfil de expressao alterado

nessas lesbes, como por exemplo, a oncoproteina viral E6 e a proteina p16.

4.8.3 Reagdo Imuno-histoquimica da oncoproteina viral E6 e p16/Nk4a

A imuno-histoquimica para deteccéo das proteinas E6 HPV-16/18 e p16 foi
realizada no Laboratorio de Pesquisas Citologicas e Moleculares-LPCM, onde as
laminas de vidro fosco silanizadas contendo os cortes de 4um de espessura da
biopsia parafinada foram desparafinadas em primeiro xilol e incubadas por 60
minutos em estufa a 60°C, seguido por incubacdo em segundo xilol por 30 minutos
a temperatura ambiente, em seguida foram imersas em trés sequéncias de alcool
etilico 4 100%, 80% e 70% por 5 minutos cada, lavadas em agua destilada e
mergulhadas em PBS por 5 minutos. Concluida esta etapa, foi realizada a
recuperacdo antigénica em panela de presséao elétrica contendo tampéao citrato em
pH 6,0.
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As laminas foram resfriadas a temperatura ambiente para em seguida serem
imersas em H202 + metanol a propor¢édo de 1:1 por 30 minutos, lavadas em agua
destilada por 5 minutos e imersas em duas sequéncias de PBS por 5 minutos cada.
Foi realizado bloqueio com PBS-BSA a 1% por 1 hora a temperatura ambiente, em
seguida as laminas foram imersas em duas sequéncias de PBS por 5 minutos cada.
As amostras foram incubadas com anticorpos monoclonais de rato (anticorpo
primério) contra a proteina E6 HPV-16/18 (Santa Cruz Biotechnology, code: sc-460;
diluicdo 1:200). e p16'Nk4a (Santa Cruz Biotechnology, code: G-175-405; diluicéo
1:400) por 2 horas em camara umida a 37°C, em seguida foram imersas em duas
sequéncias de PBS por 5 minutos cada, incubadas com o anticorpo secundario
(ADVANCE™ HRP Link; Dako, Glostrup, Denmark) por 20 minutos a temperatura
ambiente e imersas em duas sequéncias de PBS por 5 minutos cada, para em
seguida serem incubadas com o anticorpo terciario (ADVANCE™ HRP Enzime;
Dako, Glostrup, Denmark) por 20 minutos a temperatura ambiente. As laminas
seguiram para incubacao com solucdo cromoégena de 3',3'-diaminobenzidina (DAB)
por 3 minutos, lavadas com &agua destilada, contra-coradas com hematoxilina de
Mayer por 5 minutos, lavadas em agua corrente, desidratadas com alcool etilico 70%,
80%, 100%, e 100% por 3 minutos cada, seguida de mergulho em xilol | e xilol Il por
5 minutos cada, terminada esta etapa, foram montadas com laminula de vidro e
Entellan® (Merk) (LOPES et al. 2005; PEDROSO, 2008).

Foi considerado o tipo celular (epitelial escamoso ou glandular), bem como
a posicao das reacfes (nucleo ou citoplasma). Sendo classificados como positivos:
fraco (+), moderado (++) e forte (+++) através da intensidade da marcacéo. Foi usado
0 seguinte parametro de eliminacdo: marcacao pontual (apenas em um espaco
pequeno e limitado) n&o foi considerado. Quando a marcacao era difusa foi analisada

a intensidade da marcacao.

As fotografias foram obtidas pelo programa Axio Vision registrando as
reagfes positivas para a imuno-histoquimica e a graduacdo da intensidade foi

realizada através do software Image J.

4.8.4 Extracdo do DNA
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As amostras de esodfago e estbmago parafinadas tiveram seu DNA extraido
utilizando o kit de extracdo DNeasy®Blood&Tissue Kit (QUIAGEN GmbH, Hilden,
Alemanha), seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.

Em seguida, todas as amostras foram quantificadasatravés de um
espectrofotometro modelo Nano Drop 2000c da Thermoscientific.

A integridade do DNA foi confirmada por PCR, amplificando um fragmento
de 110 pares de base (pb) dogene da B-globina PC04 e GH20, utilizando o conjunto

de primers especificados na Tabela 2.

As condi¢des da PCR foram as seguintes: 95°C durante 5 minutos; seguido
por 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C e
extensdo final de 5 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram visualizados apés
eletroforese em um gel de Agarosea2%, por 30 minutos a 100 volts e corado em

brometo de etidio.

Tabela2 - Sequéncia dos oligonucleotideos e tamanho dos fragmentos

Primer Sequéncia (5'—3") Tamanho (pb) Referéncia
PCO4  ACACAACTGTGTTCACTAGC 110pb Baldez, et al.,
GH20  CAACTTCATCCACGTTCACC (2009)
MY09  CGTCCMARRGGAWACTGATC 450pb Manos et al.,
MY1l  GCMCAGGGWCATAAYAATGG (1989)
GP5 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 110pb de Roda Husman
et al., (1995)

GP6 GAAAAATAAACTGTAAATCA

4.8.5 Detecgéo do DNA viral
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Areacdo em cadeia da polimerase(PCR) utiliza enzima capaz de sintetizar
DNA a partir de uma copia dessa molécula, em reacdo que inclui aquecimentos e
resfriamentos sucessivos na presenca de primers ou sequéncias iniciadoras

especificas para a amplificacdo do DNA desejado (SILVA et al.,2004).

A deteccao do DNA viral foi realizada no Laboratério de Estudos Moleculares
e Terapia Experimental-LEMTE do Laboratorio Central do Centro de Biociéncias-

CB/UFPE, onde utilizamos dois conjuntos de primers.

A primeira amplificacdo utilizou o primerconsenso e degenerado MYQ09 e
MY11, comaproximadamente 450 pb derivados da regido L1 do genoma do HPV. A
termociclagem foi realizada com uma desnaturacgéo inicial a 95°C por 5minutos,
seguida de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1

minuto com posterior extensao final a 72°C por 5 minutos.

Em seguida foi realizada uma Nested PCR a partir do MY09/MY11 com os
iniciadores GP5/GP6, amplificando um fragmento de aproximadamente 110pb da
regido L1 do genoma do HPV.Essa associacéo revela mais de 23 tipos de HPVs

oncogénicos e nao oncogénicos (de Roda Husman et al., 1995).

As amostras foram amplificadas na presengca de controles positivo
(plasmideo do HPV-16 clonado) ou amostra com lesdo HPV-positiva. A
termociclagem para os primers GP5/GP6 foi realizada com uma desnaturacéo inicial
a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 44°C por 1
minutoe 72°C por 1 minuto e 30 segundos com posterior extensao final a 72°C por
10 minutos. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de Agarose na

concentracéo de 2%, por 30 minutos a 100volts e corados com brometo de etidio.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacado das amostras

Das 89 amostras analisadas, 40 pertencem ao grupo de bidpsias esofagicas
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e 49 pertencem ao grupo de bidpsias gastricas. Ambas foram divididas em trés

subgrupos: o grupo das lesdes benignas (LB), o grupo das lesdes malignas (LM)e

grupo controle (GC).

As lesbes benignas e as malignas foram distribuidas de acordo com as

caracteristicas histomorfologicas da lesédo (Tabela 3).

Tabela 3 - Quantitativo das lesdes benignas e malignas do eséfago e estbmago de acordo com as
caracteristicas histomorfoldgicas.

Orgao Lesdo benigna Quantidade Lesdo maligna Quantidade
Pdlipo Carcinoma
. . . 6 13
hiperplasico escamoso
Papiloma 6 Adenocarcinoma 6
€scamoso
Esbéfago
D'S.p"?‘s'a Neoplasia maligna
epitelial 1 ouco diferenciada 1
escamosa P
Neoplasia
1
fusocelular
. Neoplasia
P_ollpo - 12 mesenquimal de 1
hiperplasico
alto grau
R Tumor carcinoide 1
Estébmago .
Carcinoma de
Tumor estromal 3 células em anel de 13
sinete
Adenocarcinoma 9
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5.2 Anaélise da deteccédo do DNA do HPV em tecido esofagico egastrico

Todas as amostras foram examinadas usando oligonucleotideos de amplo
espectro MY09/MY11 para deteccdo de HPV. No entanto, ndo houve amplificagéo
nas amostras analisadas. Subsequentemente, foi realizado o nested PCR a partir do
MY09/MY11 com os iniciadores degenerados GP5/GP6, ocorreu a amplificacdo do
fragmento de aproximadamente 110pb da regido L1 viral do HPV. O resultado da
amplificacdo foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v), corado em
brometo de etidio e visualizado sob luz violeta (Figura 3-11).

5.3 Expresséo imuno-histoquimica da oncoproteina E6

A imuno-histoquimica para a oncoproteina E6 foi realizada em bidpsias
parafinadas. Sua avaliacdo foi realizada a partir da média de pixels dada pelos
histogramas de cada amostra analisada, sendo elas agrupadas pelo grau da leséo
onde, para as biépsias esofagicas, 14 foram LB, 20 foram LM e 6 GC (Tabela 3) e
para as biopsias gastricas 15 foram LB, 24 foram LM e 10 GC (Tabela 4).

Tabela 4 - Imuno-histoquimica da oncoproteina E6 do HPV em eséfago

Tipo de lesdo Casos positivos/total %

LB 2/14 14,3
LM 5/20 25
GC 0/6 0

Tabela 5 - Imuno-histoquimica da oncoproteina E6 do HPV em estbmago

Tipo de lesdo Casos positivos/total %
LB 1/15 6,7
LM 6/24 25
GC 0/10 0
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5.4 Expressao imuno-histoquimica da proteina pl16

A imuno-histoquimica para pl6 foi realizada nas bidpsias esofagicas e
gastricas. Os espécimes esofagicos apresentaram perfil de positividade semelhantes
nas LB e nas LM (Tabela 6).

Tabela 6 - Imuno-histoquimica da proteina p16 em eséfago

Tipo de lesdo Casos positivos/total %

LB 7/14 50
LM 9/20 45
GC 0/6 0

Todos os espécimes gastricos do grupo controle apresentaram positividade,
certamente devido a falta de especificidade ocorrida na marcagdo das lesdes

gastricas, sendo, portanto, desconsideradas para qualquer tipo de andlise.

Figura 3 - Eletroforese de HPV das LB (01-10) de eséfago, extraido de tecido parafinado
utilizando o DNeasy®BloodTissue Kit.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Legenda: O controle positivo C+ corresponde ao plasmideo do HPV 16; o controle negativo
C- corresponde ao mix ndo contendo os primersGP5/6.
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Figura 4 - Eletroforese de HPV das LB (11-14) e LM (15-30) de eséfago, extraido de tecido
parafinado utilizando o DNeasy®BloodTissueKit.

Legenda: O padrao de peso molecular esta representado pela letra M de 1Kb; o controle
positivo C+ corresponde ao plasmideo do HPV 16; o controle negativo C- corresponde ao
mix ndo contendo os primers GP5/6.

Figura 5 - Eletroforese de HPV das LM (31-34) e GC (35-40) de esodfago; e LB (41-52) de
estdbmago, extraido de tecido parafinado utilizando o DNeasy®BloodTissueKit.

Legenda: O padrdo de peso molecular esta representado pela letra M de 1Kb; o controle
positivo C+ corresponde ao plasmideo do HPV 16; o controle negativo C- corresponde ao
mix ndo contendo os primers GP5/6.
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Figura 6 - Eletroforese de HPV das LM (53, 57-59) e LB (54-56) de estbmago, extraido de
tecido parafinado utilizando o DNeasy®BloodTissueKit.

53 54 55 M 5 57 58 59 C. C+

~

Legenda: O padrdao de peso molecular esta representado pela letra M de 1Kb; o controle
positivo C+ corresponde ao plasmideo do HPV 16; o controle negativo C- corresponde ao
mix ndo contendo os primers GP5/6.

Figura 7 - Eletroforese de HPV de amostras aleatérias de esbéfago e estbmago para
confirmacao, de tecido parafinado utilizando o DNeasy®BloodTissueKit.

Legenda: O padrdo de peso molecular esta representado pela letra M de 1Kb; o controle
positivo C+ corresponde ao plasmideo do HPV 16; o controle negativo C- corresponde ao
mix ndo contendo os primers GP5/6.
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Figura 8 - Eletroforese de HPV das LM (60-79) de estdmago, extraido de tecido parafinado
utilizando o DNeasy® BloodTissue Kit.

Legenda: O padrao de peso molecular esta representado pela letra M de 1Kb; o controle
positivo C+ corresponde ao plasmideo do HPV 16; o controle negativo C- corresponde ao
mix ndo contendo os primers GP5/6.

Figura 9 - Eletroforese de HPV doGC (80-89) de estbmago, extraido de tecido parafinado
utilizando o DNeasy®BloodTissueKit.

C(+ M 8 81 8 8 8 8 8 8 8 8

Lol "

Legenda: O padréo de peso molecular esta representado pela letra M de 1Kb; o controle
positivo C+ corresponde ao plasmideo do HPV 16; o controle negativo C- corresponde ao
mix ndo contendo os primers GP5/6.
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Figura 10 - Eletroforese de HPV de casos negativos aleatérios de eséfago e estbmago, de
tecido parafinado utilizando o DNeasy®BloodTissueKit.

Legenda: O padrao de peso molecular esta representado pela letra M de 1Kb; o controle
positivo C+ corresponde ao plasmideo do HPV 16; o controle negativo C- corresponde ao
mix ndo contendo os primers GP5/6.
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Nos espécimes de esdfago, o DNA do HPV foi positivo em 92,9% (13/14)
nas lesbées benignas e em 95% (19/20) nas lesdes malignas. Nos espécimes de
estbmago, o DNA do HPV foi positivo em 86,7% (13/15) nas lesdes benignas e em

75% (18/24) nas lesdes malignas (Figura 11).

Figura 11 - Frequéncia de espécimes positivo para o DNA do HPV nas lesdes benignas (LB)
e nas lesdes malignas (LM).
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6 DISCUSSAO

Estudos atuais estimam que 23% de todas as neoplasias malignas humanas
estdo associadas a agentes infecciosos (ZUR HAUSEN, 2009;0MS
2013;BRUCHER e JAMALL, 2014;BRAVO e FELEZ-SANCHEZ, 2015).Entre eles, o
Papilomavirus humano (HPV) sendo responséavel por 27,9% (ZUR HAUSEN, 2009)
a 30,0% (BRAVOet al., 2010) de todos os casos de cancer incidentes no
mundo.Muitas ferramentas diagndsticas tém sido desenvolvidas para investigar
neoplasias (VARGA, OLIVEIRA, GRETEN, 2014), consequentemente favoreceram
a implementacéo de diferentes métodos para identificar os Papilomavirus humanos,
tais como: Southern blot (LETO et al., 2011), imuno-histoquimica (IHC) (ARALDI et
al., 2015), hibridizacéo cromogénica in situ (CISH) (MELO et al., 2015), microscopia
eletrénica (ARALDI et al., 2014) e PCR utilizando iniciadores especificos e/ou
degenerados (ARALDI et al.,, 2015; MELO et al.,, 2014). Por meio da imuno-
histoquimica, o presente estudo verificou a presenca da expressao da oncoproteina
E6 do HPV em espécimes de esbfago e estbmago e proteina p16 em espécimes de

esbfago e estbmago analisados em lesfes benignas e nas lesdes malignas.

A presenca da oncoproteina E6 do HPV em esbdfago e estdbmago
apresentaram-se de forma semelhante nas lesdes carcinogénicas, com
aproximadamente 25% de positividade, através da verificacdo imuno-histoquimica.
Deve ser dada importancia a esse dado, segundo Arteaga-Nufiez et al. (2014) essa
oncoproteina tem um forte potencial de transformacao maligna do tecido infectado,
sendo uma das responsaveis pelo inicio do processo neoplasico e pela sua

progressao.

A expresséo alterada (aumentada ou reduzida) da proteina pl6 pode estar
diretamente relacionada a progressao tumoral em varios tipos de cancer , induzido
ou ndo pelo HPV.FELIN et al. (2008) destaca que a proteina pl6 ndo pode ser
associada ao estadio destes tumores, devendo ser mais amplamente estudada em
relacdo a outros parametros histopatologicos, tais como invasdo e tamanho do
tumor. Avaliando a expressao de pl6 através da imuno-histoquimica, a positividade
foi absoluta no grupo controle para estbmago gerando discussdes sobre a eficiéncia
do anticorpo, bem como sua especificidade para este tipo de amostra. Embora os

espécimes tenham sido analisados através de imuno-histoquimica para p16, nao
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houve concordancia estatistica entre os resultados obtidos.Interessante observar
que nos estudos de meta-analise e revisdes sistematicas verifica-se que as analises
imuno-histoquimicas predominavam entre os anos de 1990 até inicio dos anos 2000,
mas que aos poucos foram sendo substituidas por analises de expressao atraves de
técnicas moleculares, tal como, PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR),
certamente isso ocorreu devido a baixa especificidade também verificada no
presente estudo (YONG, XUDONG, LIJIE, 2013;WANG et al., 2016).

Entre estas técnicas, a PCR é a mais utilizada devido a sua alta sensibilidade
(LETO et al., 2011). As diferengas na prevaléncia de HPV dependem em grande

parte do teste utilizado e do tipo de amostras e sua conservacao.

Estudo realizado por Antonsson, Knight e Whiteman (2016) ndo detectaram
o DNA do HPV em nenhum dos espécimes esofagicos analisados. Mesmo utilizando
iniciadores MY09/11 na primeira reacdo da PCR, porém, em seguida, utilizaram
primers GP5+/6+, menores (aproximadamente 140 pb), os quais tém melhor
capacidade de alinhamento. Entretanto, sdo menos especificos em amostras
parafinadas. A importanciada PCR para deteccdo do HPV esta na habilidade de
detectar e amplificar pequenas quantidades de DNA-HPV, sendo inerente um
controle laboratorial rigoroso a fim de reduzir contaminagdes achados falso positivos.
E necessario carga viral suficiente de HPV para modificar as células na les&o.
Portanto a técnica utilizada foi suficientemente sensivel para detectar com precisao

a presenca de DNA de HPV nos espécimes analisados.

Os resultados demonstram altas taxas de infeccdo do DNA do HPV,
corroborando com Zhang et al. (2011) que sugere a infec¢éo por HPV como um fator
de risco suspeito ou potencialmente modificavel na carcinogénese esofagica. Um
possivel evento de integracdo pode ser associado aouso crbnico do tabaco e

consumo excessivo de alcool.

As pesquisasque relacionam ou que tentam relacionar lesbes via HPV séao
maiores em tecidos esofagicos do que em gastricos (MEHRYAR et al., 2015; YONG
et al., 2013). Essa prevaléncia decorre ndo por conta de achados amostrais
aleatérios, mas por conta do tipo do tecido e, consequentemente do desenvolvimento
de lesBes escamosas. O modelo de desenvolvimento neoplasico com etiologia do
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HPV é oriundo de estudos com lesdes escamosas, deixando uma lacuna de

questionamentos consideraveis para lesdes glandulares.

Considerando que o anticorpo utilizado para E6 foi desenvolvido a partir de
HPV subtipos 16 e 18, a reatividade tendo sido de aproximadamente 25% para
ambos os tecidos, enquanto a presenca do DNA viral foi de 95% nas lesGes malignas
de es6fago e de 75% nas lesGes malignas de estdbmago. Essa discrepancia dos
dados pode ocorrer caso os HPVs que infectam, transitoriamente ou
permanentemente 0 estdmago sejam outros tipos virais, esses anticorpos nao
encontraram epitopos e, consequentemente nao reajam. Essa informacdo fica ainda
mais intrigante devido a PCR que apresentou positividade para estbmago eesbofago.
Essa positividade pode representar infeccdo por outros genétipos virais que néo o
HPV-16 e/ou 18.

E importante citar que o conjunto de primers utilizado nos experimentos
anelam com aproximadamente 40 tipos de HPVs epitélio trépicos humano. Para que
fosse possivel reconhecer qual o subtipo viral deveria ser realizado o
sequenciamento, porém, esse objetivo ndo foi realizado por falta de recursos

financeiros.

As lesdes malignas com positividade para E6 podem representar apenas
infeccdo persistente pelos HPVs 16 e/ou 18 (anticorpo obtido desses dois tipos
virais). Dois subtipos bastante frequentes em nossa regidao e nos trabalhos que
associam a les@es cervicais. O HPV-16 € o subtipo mais frequente no mundo e sua
associacdo a lesdes escamosas cervicais ja foi devidamente comprovada. Essa
associacado também pode esta ocorrendo no eséfago e de forma persistente, a qual
evolui para cancer. Porém no estudo de LUDUMER et al. (2015), ele afirma que o
HPV ndo tem papel etiolégico significativo na maioria dos casos de esbfago.
Entretanto Soheili et al. (2015) mostrou que a infec¢ao por HPV pode desempenhar

um papel na carcinogénese esofagica apenas em regides de alta incidéncia.

Embora o presente estudo tenha mostrado a presenca do DNA-HPV em
lesGes benignas e lesdes malignas de eséfago e estbmago, de acordo com Pastrez
et al. (2017) ndo é possivel afirmar com seguranca, que a carcinogénese esta
associada ao HPV. Estudos utilizando um quantitativo amostral maior e técnicas

moleculares mais refinadas, tais como: sequenciamento para HPV e expressao das
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oncoproteinas em tumores frescos através de RNAm, precisam ser realizadas para

esclarecimento mais contundente.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Foi detectado o DNA do HPV em amostras com lesGes tumorais esofégicas e
gastricas;

e A presenca da oncoproteina E6 foi verificada em 25% dos espécimes de
carcinoma;

e A presenca da proteina p16 foi verificada em, aproximadamente, 50% das
amostras esofagicas avaliadas e 77% das amostras gastricas avaliadas;

e A presenca do HPV nas lesBes esofagicas e gastricas ndo asseguram que o
virus atue como fator carcinogénico destas lesdes, entretanto, estudos que
venham a comprovar a presenca do DNA viral no genoma celular podem ser

um passo inicial para buscar compreender seu papel nestas lesoes.
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