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RESUMO

O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) é o sexto tipo de
cancer mais comum e causa 350 mil mortes no mundo a cada ano. Esta doenca
compreende neoplasias malignas epiteliais de revestimento que surgem na regido
do trato aéreo digestivo superior, e geralmente afeta homens entre a sexta e nona
décadas de vida, apos a exposicdo em longo prazo de tabaco e consumo de
alcool. Tem sido relatado que a incidéncia de CCECP entre os pacientes com idade
inferior a 45 anos estd aumentando no mundo. Os fatores associados com este
carcinoma em jovens nao estdo bem estabelecidos. Neste campo, o HPV de alto
risco emergiu como um possivel agente associado com CCECP em pacientes
jovens. O objetivo do presente estudo foi investigar se existe alguma alteracdo no
progndéstico ou na distribuicdo do HPV 16/18 em pacientes jovens com CCECP
comparado com pacientes adultos. Um estudo transversal retrospectivo foi utilizado
ajustando idade, sexo, estadiamento TNM, tabagismo e consumo de alcool. O HPV
foi detectado por PCR com primers consenso. Ndo foi observada diferenca na
frequéncia de amostras HPV positivas nas lesées em jovens comparado com
adultos. Nao foi encontrada associacao entre a positividade para o HPV de alto risco
com género, tabagismo e localizagdo anatdomica. HPV de alto risco foi associado
com TNM avancado nas andlises bivariadas mas, no entanto, ndo afetou a
sobrevida. Somente o estadiamento TNM foi associado com risco de morte.
Concluindo, nosso estudo mostra que a idade ndo é um fator que altera a frequéncia
do HPV16/18 nos tumores de pacientes com CCECP. Além disso, a presenca do
HPV16/18 ndo altera o progndstico de pacientes jovens ou adultos com CCECP.

Palavras-chave: cabeca e pescoco, cancer, HPV, carcinoma de células escamosas



ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the sixth most common cancer
and causes 350,000 deaths worldwide each year. This disease comprises epithelial
malignancies arising in the paranasal sinuses, nasal cavity, oral cavity, pharynx and
larynx, and usually affects men between the sixth and ninth decades of life after long-
term exposure to tobacco and alcohol consumption. It has been reported that the
incidence of HNSCC among patients under the age of 45 years is increasing
worldwide. The factors associated with HNSCC in young are not well established. In
this field, high-risk HPV has emerged as a possible agent associated with HNSCC in
young patients. The purpose of the current study was to investigate if there is any
change in prognosis or in the distribution of HPV-16/18 in young patients compared
with adults patients. A longitudinal prospective study was used adjusted for age,
gender, TNM staging, smoking and alcohol consumption. HPV was detected by PCR
with consensus primers. There is no difference in the frequency of HPV-16/18
positivity when young patients were compared to the adult ones. No association was
found among high-risk HPV positivity, gender, smoking habits and anatomical site.
High-risk HPV were associated with advanced TNM in bivariate analyses however, it
did not impact the survival. Only TNM staging was associated with risk of death. In
conclusion, our study supports that age does not alter the frequency of HPV-16/18 in
tumors from patients with HNSCC. In addition, HPV-16/18 presence does affect the

prognosis of young patients or adults with HNSCC.

Key words: head and neck cancer; HPV; Young patients, Squamous cell carcinoma
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1-INTRODUCAO

7

O Carcinoma de células escamosas € a neoplasia maligna de células
epiteliais que mais acomete a regido de cabeca e pescoco, em diferentes sitios
anatébmicos. E uma doenca multifatorial, sendo sua etiopatogénese relacionada a
disturbios genéticos, moleculares e ambientais. Habitos tabagistas e etilistas
representam fatores de risco para o desenvolvimento do cancer. Além da alta
prevaléncia, esta doenca caracteriza-se pela elevada mortalidade e morbidade,
apresentando uma taxa de sobrevida aproximada de cinco anos, em 50% dos casos.

A carcinogénese de cabeca e pescoco tem sido vastamente estudada quanto
as suas caracteristicas clinicopatolégicas, biologia e comportamento das células
neoplasicas, além da investigacdo de fatores preditivos para o diagndstico e
progndstico. Estudos recentes mostram que as regides mais invasivas do carcinoma
apresentam maior grau de anaplasia celular e interagcbes moleculares relacionadas
aos processos de invasdo tumoral e ao desenvolvimento de metéstases regionais. O
sistema de gradacdo morfolégica do fronte de invasdo tumoral tem-se mostrado de
grande valor preditivo para o prognéstico do carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco (CCECP).

O valor prognostico de varios marcadores biologicos tumorais em cancer de
cabeca e pescoco tem sido pesquisado, destacando-se a investigacdo de
marcadores de proliferagcdo celular, oncoproteinas, proto-oncogenes e genes
supressores de tumor.

Recentemente, trabalhos na literatura tém destacado o possivel papel dos
virus da familia Papillomaviridae, principalmente os subtipos 16 e 18, na patogénese

do CCECP. Estes virus podem induzir alteracdes em genes supressores de tumor.
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Além disso, tem sido observada uma tendéncia, nas ultimas décadas, para o
aumento no numero de pacientes jovens e do sexo feminino com CCECP. Neste
grupo de pacientes o contato com cigarro e alcool parece ser inferior aos pacientes
mais velhos (Krolls & Hoffman, 1976). Diferencas na sobrevida entre pacientes
jovens e individuos de idade mais avancada com CCECP de lingua foram
observadas recentemente (Garavello et al.,, 2007). Neste trabalho investigamos a
hipétese da idade ser um possivel fator de influéncia na associacdo do virus HPV
16/18 com o CCECP. Além disso, estudamos o efeito destes virus no progndstico da

doenca, ajustando idade, sexo, estadiamento TNM, tabagismo e consumo de alcool.
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2-REFERENCIAL TEORICO

O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescog¢o ocupa a 62 posi¢ao
entre os tipos de canceres mais comuns em todo o mundo e representa um sério
problema de saude publica (Campisi & Giovannelli, 2009; Day et al., 2003; Tribius et
al., 2011). Além da grande influéncia genética na etiopatogénese do cancer, fatores
relacionados ao estilo de vida, como o uso do tabaco e do &lcool, mostram uma
grande influéncia no desenvolvimento da doenca (Barwad et al., 2011; Campisi &
Giovannelli, 2009).

Evidéncias clinicas, muitas vezes, ndo sdo relevantes para predizer uma
resposta ao tratamento do cancer bucal. Assim, diversas pesquisas vém sendo
realizadas no intuito de se obter um maior entendimento da biologia e
comportamento da doenca, bem como para a descoberta de novos fatores de
prognostico que poderiam ser utilizados nas decis6es de tratamento e na predicédo
de resposta as diferentes modalidades de terapia oncoldgica (Blomberg et al., 2011;
Grabenbauer et al., 2003; Tan & Ogden, 1997; Tsuchiya et al., 2001).

Estudos recentes revelaram que processos neoplasicos ocorrem devido a
anormalidades em oncogenes e genes supressores de tumor, que exercem um
papel fundamental no controle do ciclo celular (Blomberg et al., 2011; Farias et al.,

2010; Wu et al, 2007;).

2.1 Carcinoma de Células Escamosas

Desde 2003, as neoplasias malignas sé&o responsaveis por quase 17% dos
Obitos de causa conhecida no Brasil e constituem-se na segunda causa de morte da
populacao (Ministério da Saude, 2010). No Brasil, as estimativas, para o ano de

2010 que serao validas também para o ano de 2011, apontam para a ocorréncia de
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489.270 casos novos de cancer, distribuidos por sexo da seguinte forma: 236.240
casos novos para 0 sexo masculino e 253.030 para o sexo feminino. (Ministério da
Saude, 2010).

Anualmente, mais de 300.000 novos casos de CCE de cabeca e pescoco
(CCECP) ocorrem em todo o mundo (Parkin, 2001; Tribius et al., 2011). O CCECP é
0 sexto carcinoma mais comum, representando cerca de 3% de todas as lesbes
malignas em homens e 2% em mulheres (Barwad et al., 2011). A cada ano, nos
EUA, séo diagnosticados aproximadamente 30.000 novos casos e 7.800 6bitos em
decorréncia do CCE de boca (CCEB) (Toruner et al.,, 2004). A estimativa de
incidéncia de CCEB em 2010 no Brasil aponta esse tumor como o0 6° mais frequente
entre os homens (com 10.330 casos estimados) e 0 9° entre as mulheres (com
3.790 casos estimados) (Ministério da Saude, 2010). A incidéncia de CCE aumenta
com a idade, sendo maior ap6s os 40 anos de idade, mais comum no Sexo
masculino e cor de pele branca (Scully & Porter, 2001).

O carcinoma de células escamosas (CCE), também conhecido como
carcinoma epidermoide, é uma neoplasia maligna que € derivada ou exibe
caracteristicas morfolégicas de epitélio escamoso. O CCE ¢é frequentemente o
estagio final de alteracfes no epitélio escamoso estratificado, que inicia como uma
displasia epitelial e progride até que as células do epitélio displasico rompam a
membrana basal e invadam o tecido conjuntivo adjacente. Algumas vezes, o CCE
pode originar diretamente (de novo) de um epitélio de revestimento estratificado, ndo
apresentando a fase de lesdo cancerizavel (Scully & Porter, 2001).

Nos estagios iniciais, 0 CCE pode aparecer como placas firmes, brancas e
elevadas ou como areas irregulares, asperas ou verrucosas de espessamento da

mucosa, caracterizado como leucoplasia. Ambos os padrdes podem se sobrepor a
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uma base de leucoplasia ou eritroplasia aparente. Com a progressao da leséo, este
pode apresentar aspecto nodular ou infiltrativo, este dltimo caracterizado por uma
Ulcera irregular e aspera, assintomatica, com bordas elevadas, firmes e onduladas
(Neville & Day, 2002). O CCE tem um crescimento infiltrativo profundo no tecido
conjuntivo adjacente, com poucas alteracdes na superficie do epitélio e pode se
apresentar como uma area endurecida com perda de mobilidade tecidual. No
assoalho da cavidade bucal, por exemplo, essa lesdo comumente causa a fixacao
da lingua ou impedimento da abertura normal da boca. (Neville & Day, 2002; Scully
& Porter, 2001).

O CCE é considerado agressivo por estar associado a uma acentuada
morbidade e alta taxa de mortalidade, com uma sobrevida menor que 50% em um
prazo de 5 anos (Blomberg et al., 2011). Além disso, nas ultimas quatro décadas
nao houve melhora no prognostico em relacdo ao tratamento dessa lesdo, apesar
dos avancos na cirurgia, radio e quimioterapia (Blomberg et al., 2011; Mork, 1998;
Mork et al., 2001). Uma provavel explicacdo para os resultados sombrios obtidos
pelo tratamento ocorre porque o CCE é um processo amplo levando a ineficiéncia
terapéutica quando se emprega uma modalidade de tratamento restrito a leséo
(Blomberg et al., 2011; Schwartz et al., 2000).

O conceito de campo de cancerizacdo foi estabelecido em 1953 por
(Slaughter et al., 1953) e é baseado no fato de que a superficie epitelial do trato
aerodigestivo € comumente exposta a muitas substancias carcinogénicas como o
cigarro e o alcool e, portanto, possui um risco maior de desenvolvimento de
carcinomas. O desenvolvimento de um segundo tumor primario no campo de
cancerizacado ocorre em uma razao de 20 a 30%, apesar do controle local para

prevencdo de uma nova neoplasia (Hong, 1987). Além disso, novos estudos
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demonstraram que o campo de cancerizacdo é expansivel para qualquer tecido
epitelial conforme demonstrado por estudos moleculares. O que explica o porqué de
um controle local para neoplasia ndo ser uma terapia eficiente devido as alteracbes
genéticas nas células (Raimondi et al., 2005; Rubin, 2011). Além disso, tém-se
evidenciado a existéncia precoce de alteracbes gendmicas em epitélios
histologicamente normais adjacentes aos carcinomas orais em areas de tecido com
alteracbes de microssatélites ou instabilidade cromossémica. Estas células
representam populacdes clonais com vantagem de crescimento e uma elevada taxa
proliferativa (Raimondi et al., 2005).

O principal determinante para que a doenca apresente um alto indice de
mortalidade € o estagio avancado quando a doenca € diagnosticada (Oliver et al.,
1996). O diagndstico precoce do cancer € dificil por ser assintomatico no principio e
as lesbes iniciais sdo raramente identificadas pela maioria dos profissionais de
saude (Krutchkoff et al., 1990).

A carcinogénese de cabeca e pescoco € um processo multifatorial,
caracterizado por alteracdes genéticas, epigenéticas e fenotipicas (Esteller, 2006;
Mehrotra & Yadav, 2006). Muitas dessas alteracdes envolvem a ativacdo de vias de
sinalizacdo ou via metabdlica que favorecem o crescimento celular e as
caracteristicas de sobrevida da célula (Akrish et al., 2004).

A patogénese do CCECP esta relacionada a fatores genéticos, como
alteracdes em oncogenes e genes supressores de tumor, além de fatores de risco
como o consumo de tabaco e alcool (De Paula et al, 2009). Fumantes tém risco
aumentado de duas a quatro vezes para o desenvolvimento da doenca. Este risco
aumenta para seis a quinze vezes se o individuo for tabagista e etilista (Scully &

Porter, 2001). Outros fatores também podem contribuir para o CCECP, como
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infeccdo viral por HPV (Barwad et al., 2011) e exposi¢cdo a radiagdo solar, este
altimo, relacionado ao CCE labial (Neville & Day, 2002; Scully & Porter, 2001).
Apesar da importancia dos fatores causais, a incidéncia da doenca entre pessoas
expostas aos fatores de risco € relativamente baixa e o CCE surge ap6s anos de
exposicdo (Scully et al., 2000a). O CCE também pode se desenvolver na auséncia
de fatores de risco, o que sugere um papel importante da susceptibilidade do
hospedeiro (Scully et al., 2000a). Entéo, ele surge como consequéncia de multiplos
eventos genéticos moleculares em varios genes, com consequente distlrbio dos
mecanismos de sinalizacdo e regulacdo do ciclo celular e/ou perturbacbes nos
mecanismos de reparo do DNA e eliminacdo de células alteradas (De Paula et al,
2009; Scully et al., 2000a).

Os eventos moleculares mutagénicos geram instabilidade genética e
aumentam a probabilidade de transformac¢des neoplasicas. Esses eventos podem
surgir em decorréncia da acado de agentes quimicos (carcindgenos), fisicos (radiacdo
ionizante), biologicos (Strati et al., 2006) e também, de alteracdes que surgem
espontaneamente (Scully et al., 2000a). AlteracBes genéticas no cancer incluem
mutacBes pontuais, amplificacdées, rearranjos e delecbes em proto-oncogenes e
genes supressores de tumor (Takes et al., 1998; Willem et al., 2006). A
consequéncia desses danos genéticos é a desregulacdo celular com a ruptura da
sinalizacdo, de crescimento e/ou no mecanismo de reparo a danos celulares ou da
eliminacdo de células alteradas (Scully et al.,, 2000a). Aumento da funcdo de
oncogenes, inibicdo da funcdo dos genes supressores de tumor ou seus produtos e
aumento da atividade da telomerase estdo envolvidos na carcinogénese (Moreira et

al., 2009; Scully et al., 2000b).
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2.1.1 Carcinoma de Células Escamosas de cabeca e pesco¢o em pacientes jovens

Nas ultimas décadas, tem sido observada uma tendéncia para o aumento no
namero de pacientes jovens e do sexo feminino com CCECP (De Paula et al, 2009).
Neste grupo de pacientes o contato com cigarro e alcool € muito inferior aos
pacientes mais velhos (Krolls & Hoffman, 1976). Além disso, diferencas na sobrevida
entre pacientes jovens e individuos de idade mais avancada com CCE de lingua
foram observadas recentemente (Garavello et al., 2007). Porém resultados
diferentes tém sido observados na literatura. Recentemente foi observado que,
apesar de ndo haver diferencas entre a gradacdo morfolégica, os pacientes com a
idade mais avancada apresentavam uma taxa de metastase aumentada
(Siriwardena et al., 2007). Estes fatos sugerem que outros fatores etioldégicos podem
estar associados com o aparecimento do CCECP em pacientes jovens
(Chitapanarux et al, 2006; De Paula et al, 2009; Garavello et al., 2007; Krolls &

Hoffman, 1976; Liao, 2006; Tremblay et al, 2006).

2.2 Os papilomavirus humanos

Os papilomavirus humanos (HPV) sédo virus da familia Papillomaviridae
capazes de induzir lesbes de pele ou de mucosa. Existem mais de 200 subtipos
diferentes de HPV. Destes, 0s gque infectam mucosas de humanos séo divididos em
HPV de baixo risco, os que produzem lesdes benignas, e os subtipos de alto risco
gue estéo relacionados a tumores malignos (Weaver, 2006; Willem et al., 2006;).

Os virus HPV se replicam exclusivamente no nudcleo das células do
hospedeiro. Eles infectam os queratinécitos na camada basal do epitélio estratificado

escamoso. Seis proteinas nédo estruturais (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e duas proteinas
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do capsideo (L1 e L2) sdo inicialmente transcritas na infeccdo (Schiller & Davies,
2004). A interacdo entre algumas destas proteinas e as células do hospedeiro séao
responsaveis pela proliferacdo dos queratinécitos (Huh et al., 2005; Tribius et al.,
2011). O sincronismo da integracdo viral corresponde ao desenvolvimento de
carcinoma de células escamosas de alta malignidade com muita expressao de E6 e
E7 (Tribius et al., 2011). Estas proteinas invariavelmente tém um papel importante
na carcinogénese, bem como a manutencdo da transformacdo do fendtipo. As
proteinas E6 e E7 participam da inativacdo de gens supressores de tumor,

como o p53 e pRb respectivamente (Takashi & Tohru, 2009; Tribius et al., 2011).

2.3. Os papilomavirus humanos e o Cancer

Aproximadamente 15% de todos os cénceres no mundo parecem estar
associados com infec¢@es virais (Lin et al., 2005). Muitos virus sdo aceitos como o
principal agente etiol6gico de determinados tipos de cancer (Lin et al., 2005; Tribius
et al, 2011). Os virus HPV de alto risco tém sido identificados como fatores
etiolégicos dos céanceres cervicais e anogenitais (DiMaio & Liao, 2006). A
associacgao dos virus HPV de alto risco com o CCECP tem sido observada por varios
trabalhos (Barwad et al, 2011; Campisi & Giovannelli, 2009; Gillison & Shah, 2001;
Strati et al, 2006). O desenvolvimento de técnicas sensiveis contribuiu para
identificacdo de HPV e foi responsavel por um aumento da prevaléncia do HPV 16 e
do HPV 18 em pacientes com carcinoma (Hobbs et al., 2006; Pete et al., 2002).

Algumas infec¢des virais estdo associadas a alteracbes epigenéticas na
carcinogénese (Wu et al, 2007). Um exemplo disso é a hipermetilacdo do gene

P16°P""*A causada pela infecgdo por virus da hepatite B e C, que leva ao
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desenvolvimento de carcinoma hepatocelular. Recentemente foi observado que a

6CDKN2A

presenca do HPV esta associada com a hipermetilacdo do P1 através do

aumento da enzima dimetil transferase 3B (DNMT3b) em pacientes ndo fumantes e
do sexo feminino com carcinoma de pulméo (Lea et al, 2004, Lin et al, 2005; Wu et

al, 2007).
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3-OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associagdo dos virus HPV 16/18 em diferentes faixas etarias com o

CCECP, bem como o impacto destes virus no prognéstico da doenca.

3.2 Objetivos Especificos

e Comparar a frequéncia de CCECP positivos para o HPV 16/18 em pacientes

jovens (abaixo dos 45 anos) com pacientes mais velhos.

e Avaliar o efeito prognostico da presenga dos virus HPV 16/18 no CCECP,

ajustando idade, sexo, estadiamento TNM, tabagismo e consumo de alcool.
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4-METODOLOGIA

Este trabalho foi descrito sob a forma de artigo cientifico, cuja metodologia e
discussdo encontram-se descritas no texto do artigo submetido a publicacdo em
periédico indexado. Os critérios para definicdo de tabagistas e etilistas estédo
descritos para complementarem a metodologia.

O consumo de éalcool foi definido pela ingestdo média diaria total.
Foram investigados o consumo de cerveja e cachaca. Uma lata de cerveja (ou seja,
330 ml) ou um copo de cachaca (ou seja, 40 ml) contém aproximadamente 12 g de
etanol. Os pacientes foram classificados como consumidores de bebidas alcodlicas
se tivessem ingerido pelo menos 10 doses (120 g de etanol) e como né&o
consumidores se nao tivessem consumido pelo menos 10 doses em toda sua vida.
O consumo de alcool foi classificado como moderado ou pesado. Consumo pesado
foi definido como volume diario determinado (por exemplo, trés doses diarias), ou
guantidade por ocasido (por exemplo, cinco doses numa ocasiao, pelo menos uma
vez por semana), ou diariamente.

O habito do tabaco e o consumo médio diario de cigarros foram investigados.
Apenas 0s pacientes que nunca haviam fumado eram considerados nao-fumantes.
Ex-consumidores de bebidas e ex-fumantes foram os individuos que se abstiveram
de qualquer tipo de bebida e cigarro ha pelo menos um ano. Em algumas situacoes,
0s pacientes que eram fumantes / ex-fumantes e consumidores e ex-consumidores

de bebidas foram agrupados.
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- Titulo: “HPV-16/18 does not affect the prognosis of head and neck squamous cell
carcinoma in young and older patients.”

O artigo foi estruturado com base nas normas de publicacdo do periddico
Journal of Oral Pathology and Medicine. Apds sua apresentacdo, seguir-se-80 as
consideracdes finais, bem como as referéncias e anexos relacionadas a tese em

geral.
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Abstract

Background: It has been reported that the incidence of Head and Neck Squamous
Cell Carcinoma (HNSCC) among patients under the age of 45 years is increasing
worldwide. The factors associated with HNSCC in young adults are not well
established. In this field, high-risk HPV has emerged as a possible agent associated
with HNSCC in young patients. The purpose of the present paper was to assess the
effect of age on the distribution of HPV 16/18 in HNSCC, together with the impact of
the virus on patients’ prognosis.

Patients and methods: A Longitudinal prospective study was used adjusted for age,
gender, TNM staging, smoking and alcohol consumption. HPV was detected by PCR
with consensus primers.

Results: There is no difference in the frequency of HPV-16/18 positivity when young
patients were compared to the adult ones. No association was found among high-risk
HPV positivity, gender, smoking habits and anatomical site. High-risk HPV were
associated with advanced TNM in bivariate analyses however, it did not impact the
survival. Only TNM staging was associated with risk of death.

Conclusion: In conclusion, our study supports that age does not influence the
presence of HPV-16/18 in HNSCC and has no impact on patients’ prognosis.

Key words: head and neck cancer; HPV; Young patients, Squamous cell carcinoma
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Background

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the sixth most common type of
cancer and causes 350,000 cancer deaths worldwide every year (1;2). HNSCC
comprises malignant epithelial neoplasms that arise in the paranasal sinuses, nasal
cavity, oral cavity, pharynx, and larynx and generally affects men between the sixth
and ninth decades of life following long term exposure to smoking and alcohol
consumption (3). However, an increase in the incidence of head and neck cancer
among patients under the age of 45 years has been reported worldwide (4-10). Some
studies suggest that in young, HNSCC arises regardless of the classic risk factors (4-
8;10). HPV infection has been pointed as a possible etiologic factor for such cases
(11-16). HPV was detected in a variety of HNSCC (12-17) and it was suggested to be
associated with malignization of potential malignant lesions in head and neck (18;19),
however, divergent results are found in the literature regarding the role of HPV
presence in HNSCC (20;21).

Taken these facts we investigate if there is any change in the distribution of HPV-
16/18 in young patients compared to adult ones. In addition, we assessed the effect
of the virus on patients’ prognosis. To test these hypotheses we performed a

longitudinal prospective study.
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Methods

Methods

Patients

75 patients diagnosed with HNSCC recruited from a database of head and neck
surgeries that occurred between 1996 and 2007 in Montes Claros, Brazil were
included in the current study (4). Patients younger than 45 years old were selected
(n=25).The adult patients (n=50) were random selected in a proportion of 2:1
adjusted for gender, TNM staging, anatomical site, smoking and alcohol intake. All
the patients were from same geographical area and evaluated/treated by the same
practitioner.

Clinical data

The mean age was 42.1 years (SD 3.17 years; range, 33-45 years) for young
HNSCC patients and 62.2 years (SD 8.0 years; range, 49-82 years) for adult HNSCC
patients. Skin colour was not used as a physical descriptor because it is a poor
predictor of genomic ancestry in Brazil (22;23). The current investigation was
approved by the local Ethics Committee. Information on age, sex, tobacco smoking
history, alcohol consumption history, medical history, tumour site, TNM clinical
staging, and survival was obtained from medical files.

All patients were staged according to the UICC TNM Classification of Malignant
Tumors (1997) (24). HNSCC lesions were classified according to the primary site as
described in the International Classification of Diseases (ICD-10) for Oncology. The
anatomical sites reviewed in this study included: (1) 28 (37.3%) mouth and perioral
region sites (C00, C01, C02, C04, C05, C06.0, C06.2); (2) 22 (29.3%) oropharynx
(C09-C10) sites; and (3) 25 (23.4%) hypopharynx—larynx sites (C12, C13, C32). The

sites were categorized according anatomical site (anterior: oral mucosa, tongue,
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retromolar trigon, mouth floor, jugal mucosa, gengival border / posterior: base
tongue, oropharynx, hypopharynx—larynx) All patients had histologically confirmed
squamous cell carcinoma of the head and neck based on the World Health
Organization criteria (WHO, 1997) (25;26). Patients with a diagnosis of carcinoma in
situ or multiple head and neck carcinomas were excluded.

HPV identification

HPV-DNA  sequences were first PCR  amplified by L1 (F:5-
GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’, R 5-CGTCCMAARGGAWACTGATC-3’, where,
M=A or C, R=A or G, W=A or T, Y=C or T) and then by HPV-16 (F5-
AAGGCCAACTAAATGTCA-C-3’, R 5-CTGCTTTTATACTAACCGG-3’) and HPV-18
(F 5-ACCTTAATGAAAAACCACGA-3, R 5-CGTCGTTTAGAGTCGTTCZ3’). Beta
globin gene primers were used as an internal control. All primer sequences were
described by Katiyar et al (27). Polymerase chain reaction was performed in a total
volume of 25 pL containing approximately 100 ng genomic DNA as a template, 0.5
pL of each primer (20 pmol/pL), 2.5 pL dNTP-mix (25 mM of each, AMRESCO, Ohio,
CA, USA), 2.5 yL 10X PCR buffer, 1.25 pL magnesium chloride (50 mM), and 2.5
units of Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) (Figure 1). All reactions were performed using positive (cultured virus) and
negative (PCR without DNA) controls.

Electrophoresis

The PCR products were verified on a 6.5% polyacrylamide gel that was
electrophoresed at a constant voltage of 120V for 1.5 hours and stained with silver
nitrate. Electrophoresis results were estimated against a 100-bp ladder.

Statistical analysis
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The statistical significance of differences between case and control group
distributions for HPV positivity was evaluated using Fisher or chi-squared tests.
Survival time was calculated from the date of diagnosis to the time of the last follow-
up visit or to the time of death. Using these criteria, the records of each patient were
reviewed from 0 to 2500 days. All deaths were the result of locoregional and/or
metastatic disease. Patients who died without evidence of recurrence were excluded
from analysis. Survival time was displayed by means of the Kaplan-Meier method for
the variables. All variables were included in the Cox proportional hazards multivariate
model. In accordance with the literature, categorical variables considered referents
were those associated with a reduced risk of death. All analyses were assessed
using SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago), and statistical significance was set at

p<0.05.
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Results

The descriptive data of the population used in the current study is represented on
Table 1. The majority of patients (96%) of the population used to smoke. Moreover
88% presented advanced TNM staging.

Table 2 shows the distribution of clinical and molecular parameters according to HPV
status. There is no change in the frequency of HPV-16/18 related to patient’s age. No
association was found among high-risk HPV positivity, gender, smoking habits and
anatomical site. In combination, high-risk HPV were associated with advanced TNM
in bivariate analyses (Table 2) however, it did not impact the survival (Table 3).
Anatomical site and age did not interfere on the survival. Only TNM staging was

associated with risk of death (Table 3).
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Discussion

Currently, there are no biological mechanisms that could justify the high-risk HPV
predilection for a specific anatomical site in head and neck. The role of high risk HPV
in HNSCC has been recently highlighted in oropharynx (12), oral cavity (13), larynx
(14), hypopharynx (15;16) and in HNSCC metastasis (17). The relevance of high-risk
HPV EG6/E7 protein for multiple head and neck sites carcinogenesis was
demonstrated in transgenic mice (28-30). In addition, there is no consensus in the
literature to establish HPV infection (21). In agreement with these facts, we did not
observe high-risk HPV predilection for anatomical site. The absence of consensus is
justified by the differences of study sample. It is well known that there are limitations
for paraffin embedded tissues, especially because the fixation difficult to purify RNA
from paraffin-embedded tissues (17;31;32). Although non-quantitative PCR-based
methods do not allow for the determination of infectious activity, they show
advantages because they provide greater sensitivity and specificity than in-situ
hybridization techniqgues (21). Some evidences suggested that the P16
immunohistochemistry could be used as survival biomarker in Head and neck cancer
(33) and auxiliary in high-risk HPV detection (18).

A possible association between HPV infection and the development of HNSCC in
young patients has been proposed (11). In addiction, it has been postulated that
HPV-positive tumours represent a subgroup of HNSCC that are distinct from tobacco
and alcohol induced carcinomas (19). An absence of pl6cpkn2a Mutations as well as
the expression of P16 is the characteristic feature of high risk HPV positive tumours,
in contrast to the inactivation of p16cpkn2a gene in HPV-negative tumours (34). P16
protein plays an important role in the regulation of the G1/S phase cell cycle

checkpoint (33;35;36) and it has been reported that P16 positive tumors have a
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better prognosis than P16 negative tumors (33). Therefore, P16 expression might
explain why HPV-positive tumors show a favourable prognosis as compared to HPV-
negative tumors. In the current study HPV-16/18 were not associated with age or
survival. The explanation for these findings could be the rigorous criteria selection
(age, gender, TNM staging and anatomical site) or by the simultaneous presence of
some of these independent variables alters the evolution of cancer in a different way.
Moreover, most of our patients were smokers. Our data are in agreement with
previous studies (20). Several evidences suggest that genetic and epigenetic factors
are associated with a susceptibility to cancer development at young age (4;37).
Alternatively, genetic and epigenetics factors may play a stronger role than HPV-
16/18 infection in the development of HNSSC at an early age (38-42). In the current
study, we did not observed differences in survival related to age, in agreement with
previous studies (4;37).
The mechanisms underlying the association between high-risk HPV and HNSCC
have been unclear. Studies using SCC samples shed light on the role of high-risk
HPV infection in epigenetic regulation (43). For example, it was suggested that HPV-
16 induces methylation of pl6cpknza (44) however, as oncogenic HPV neutralises
phosphorylated Rb (PRb)-mediated control of the cell cycle, there would be no
advantage for the HPV infected host cell to block the same signalling pathway at
another checkpoint by down regulating p16cpknza (45-47).

In conclusion, our study supports that there is no changes in frequency of
HPV-16/18 in young patients when compared to the adult ones. In addition, HPV-

16/18 presence did not change the HNSCC prognosis.
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Figurel

Figure 1A- PCR for HPV-16 Lane 1: 100-bp molecular marker. Lane 2: HPV-16
positive (217-bp).
Figure 1B- PCR for HPV-18 Lane 1: 100-bp molecular marker. Lane 2: HPV-18
positive (100-bp).
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Table I- The distribution of clinical parameters.

Frequencies

n %
Age
Adult 50 66.7
Young 25 33.3
Gender
Male 64 85.3
Female 11 14.7
Tobacco Habit
Smoking 72 96.0
No smoking 3 4.0
TNM Staging
TNM /Il 9 12.0
TNMIII/IV 66 88.0
Lesion Site
Anterior 28 37.3
Posterior a7 62.7
Anatomical Site
Hypopharynx 8 10.7
Larynx 17 22.7
Oropharynx 22 29.3

Oral Cavity 28 37.3
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Table II- The distribution of clinical and molecular parameters according to a positive HPV status.

HPV16- HPV16+ p HPV-18 - HPV-18+ P HPV-16/18 - HPV-16/18+ p
Age
Adult 38 (69.1%) 12 (60.0%) 26 (63.4%) 24 (70.6%) 19 (63.3%) 31 (68.9%)
Young 17 (30.9%) 08 (40.0%) 0.318 15 (36.6%) 10 (29.4%) 0.342 11 (36.7%) 14 (31.1%) 0.399
Gender
Masculine 58 (86.6%) 06 (75%) 34 (82.9%) 30 (88.2%) 26 (86.7%) 38 (84.4%)
Feminine 09 (13.4%) 02 (25%) 0.333 07 (17.1%) 04(11.8%) 0.378 04 (13.3%) 07 (15.6%) 0.533
Smoking Habbit
Smoking 54 (98.2%) 18 (90.0%) 39 (95.1%) 33 (97.1%) 29 (96.7%) 43 (95.6%)
No smoking 01 (1.8%) 02 (10.0%) 0.172 02 (4.9%) 01 (2.9%) 0.464 01 (3.3%) 02 (4.4%) 0.650
TNM Staging
TNM I/l 07 (12.7%) 02 (10.0%) 07 (17.1%) 02 (5.9%) 07 (23.3%) 02 (4.4%)
TNMII/IV 48 (87.3%) 18 (90.0%) 0.552 34 (82.9%) 32 (94.1%) 0.129 23 (76.7%) 43 (95.6%) 0.018
Lesion Site
Anterior 20 (36.4%) 06 (30.0%) 15 (36.6%) 11 (32.4%) 10 (33.3%) 16 (35.6%)
Posterior 35 (63.6%) 14 (70.0%) 0.411 26 (63.4%) 23 (67.6%) 0.445 20 (66.7%) 29 (64.4%) 0.522
Anatomical Site
Hypopharynx 05 (9.1%) 03 (15%) 02 (4.8%) 06 (18.2%) 02 (6.6%) 06 (13.3%)
Larynx 10 (18.2%) 07 (35%) 13 (31.0%) 04 (12.1%) 08 (26.7%) 09 (20.0%)
Oropharynx 18 (32.7%) 04 (20%) 10 (23.8%) 12 (36.4%) 08 (26.7%) 14 (31.1%)
(

Oral Cavity 22 (40.0%) 06 (30%) 0.319 17 (40.4%) 11 (33.3%) 0.105 12 (40.0%) 16 (35.6%) 0.725
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Table 1l =Survival analyses according to patient groups

p OR 95,0% CI
Lower Upper

All patients risk of death*

INM
i/
n/iv
Age
Young
Adult
Site
Anterior
Posterior
HPV-16/18
HPV -
HPV +

In bold: significant p-value<0.05 * Analysed by Cox regression analyses in the HNSCC patients with a follow-up of 0-2500days
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6- CONSIDERACOES FINAIS

E sabidamente estabelecida a grande influéncia de alteracdes genéticas e
agentes ambientais no carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco. Nao
ha um conhecimento preciso da importancia dos fatores genéticos e ambientais, em
relacdo a diferentes faixas etarias de acometimento, tendo em vista o crescente
aumento da incidéncia em adultos jovens. Alguns tipos de HPV de alto risco,
polimorfismos genéticos e metilacdo de genes envolvidos no controle do ciclo celular
podem estar associados ao desenvolvimento e risco para o cancer de cabeca e
pescoco. Nesse estudo, buscou-se verificar a associacédo entre o HPV16 e o HPV18
com a idade e demais parametros clinico-patolégicos da doenca. Embora ndo tenha
sido identificada associacao significativa entre os parametros clinicos e a presenca
de HPV de alto risco, sugere-se, em conformidade com outros estudos, que fatores
diversos podem ter influéncia na carcinogénese, talvez, exercendo efeitos distintos
em relacdo a idade.

Verificou-se, nesse estudo, que nao existe diferenca na sobrevida de jovens
em comparacdo com pacientes de idade mais avancada com CCECP. Nao existe

também diferenca entre ambos 0s grupos de pacientes quanto a presenca dos

HPV16/18.

Outro estudo do nosso grupo de pesquisa investigou a associagao entre a
metilacdo do gene P16°PM*A o polimorfismo DNMT3B (C46359T) e demais
parametros clinico-patolégicos da doenca com a idade (artigo em anexo: Farias et
al, 2010). A andlise estatistica pelo teste X* revelou que a metilacdo do gene
P16°PKN?A " em pacientes adultos, foi associada ao tabagismo e, em jovens, foi

associado ao género e histéria de cancer familiar. O polimorfismo DNMT3B

(C46359T) foi significativamente diferente em comparagdo ao estadiamento clinico
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TNM e tamanho do tumor em pacientes adultos. Nenhuma associacdo em relacéo
ao polimorfismo foi observada em jovens. Embora ndo tenha havido diferenca
estatisticamente significativa entre o polimorfismo DNMT3B (C46359T) e a metilacdo

do gene P16°PKN2A

, entre individuos jovens e adultos, sugere-se, em conformidade
com outros estudos, que fatores diversos podem ter influéncia na carcinogénese,
talvez, exercendo efeitos distintos em relacdo a idade. Cogita-se, ainda, a hipotese
de que outros polimorfismos no mesmo gene, ja descritos anteriormente, possam
estar associados a diferentes padrées de metilacdo do gene P16°P*NA,

Tendo em vista a complexidade da doenca e a necessidade de um maior
entendimento dos mecanismos envolvidos em diferentes faixas etarias, mais

estudos sdo necessarios para elucidar o CCECP tanto em sua etiopatogénese como

no comportamento biolégico.
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7-CONCLUSAO

No presente trabalho, concluimos que a presenca dos HPV16/18 nao é

influenciada pela idade e ndo afeta o progndstico de pacientes com CCECP.
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