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HA CORRELACAO ENTRE O PAPILOAMAViRUS HUMANO (HPV) EO
CARCINOMA EPIDERMOIDE DE ESOFAGO?

Is there correlation between human papillomavirus (HPV) and esophageal epidermoid carcinoma?
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RESUMO - Racional: Atualmente a infeccdo persistente pelo papilomavirus humano (HPV)
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tem sido relacionada em algumas regides geograficas como fator de risco para o carcinoma
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epidermoide do eséfago. Ela resulta na imunoexpressdo da proteina p16, que tem sido - =
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utilizada como marcadora da linhagem oncogénica por este agente etioldgico. Objetivo: Mo = = =
Correlacionar aspectos epidemioldgicos do carcinoma epidermoide do esoéfago com a M?:i'r:‘ng E ) E

prevaléncia de infeccdo pelo HPV. Métodos: Foram analisados 58 casos buscando-se Cosficiente de

perfil epidemioldgico dos pacientes, com suas pecas submetidas a analise histopatoldgica variacBo (%) 2032%  1739% 1936%
e imunoistoquimica pelo p16. Resultado: Dos 58 casos avaliados, 40 eram homens e 18 Variancia 16716 11727 14974
mulheres, com idade média de 63,2 anos. A imunoexpressdo pelo p16 foi de 46,55%. ‘ : ‘
Conclusdo: A prevaléncia de infeccdo pelo HPV é alta no carcinoma epidermoide de
esofago apresentando-se em quase a metade dos casos (46,55%), sem diferenciacdo de
idade quanto aos géneros.
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Medidas descritivas com relagdo a idade dos
pacientes

Mensagem central
Atualmente, a infeccdo  persistente  pelo
papilomavirus humano (HPV) tem sido relacionada
em algumas regides geograficas como fator de
ABSTRACT - Background: Currently, persistent human papillomavirus (HPV) infection has been risco para carcinoma de células escamosas do
related in some geographic regions as a risk factor for esophageal squamous cell carcinoma. esofago. E possivel que essa relacdo esteja baseada
It results in the immunoexpression of the p16 protein, which has been used as marker of the na 'nt?nsédalctjeragao df’tco;"’.)onamento Sexf’a(; edda
oncogenic lineage by this etiological agent. Aim: To correlate epidemiological aspects of PrOMISCUICAde que existe Noje eM Nossa sodecade.
esophageal squamous cell carcinoma with the prevalence of HPV infection. Methods: Fifty-
eight cases were analyzed and submitted to histopathological and immunohistochemical
analysis by p16. Results: Of the 58 cases evaluated, 40 were men and 18 women, with a
mean age of 63.2 years. p16 immunoexpression was positive in 46.55%. Conclusion: The ) ! ! B
prevalence of HPV infection is high in esophageal squamous cell carcinoma presenting in ::rce'nmomza‘:z'ierzggjedjoe:‘i;%z ?Egessse‘;';ar;iz
almost half of the cases (46.55%), without gender differentiation. diferenc?agéo de idade quanto aos géne'ros‘o[l)esde
HEADINGS: Carcinoma, Squamous Cell. Esophagus. Papillomaviridae. Genes, p16. que teve sua relacio primeiramente relatada em
1982, tem-se tentado estabelecer a prevaléncia da
infec¢do por HPV nos CEC de esofago. A proteina
p16, que age como supressora tumoral ao inibir
competitivamente as quinases dependentes de
ciclina, é encontrada em baixas concentragbes no
epitélio normal e tem sua expressdo aumentada em
processos proliferativos e inflamatérios. Ela pode
ser boa marcadora da correlagdo do HPV e cancer
epidermoide do eséfago e, com a confirmacao dessa
relagdo, suscitar orientagdes preventivas nas relagdes
sexuais para ser evitado o contéagio pela via oral.
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INTRODUCAO

papilomavirus humano (HPV) é bem conhecido

e descrito como um dos agentes causadores do

desenvolvimento de canceres cervicais, vulvovaginais
e anorretais®®, sendo que os subtipos 16 e 18 sdo responsaveis
por até 80% dessas malignidades'’. Os primeiros relatos de seu
envolvimento em carcinomas epidermoides ou carcinoma de
células escamosas (CEC) do esofago surgiram em 1982 com
Syrjanen®'. Desde entdo, mais de 100 estudos tém tentado
relacionar a infeccdo desse virus oncogénico - principalmente as
cepas 16 e 18 de alto risco - com o aparecimento dessa neoplasia
esofagica®'>1821,

Em 2013, o proéprio Syrjanen'® fez uma metanalise com
base em 152 artigos elegiveis selecionados na literatura existente
correlacionando a deteccdo do HPV em CEC de esofago e concluiu
que hé grande variabilidade do HPV nessas lesdes em diferentes
regides geograficas. Observando os resultados, ressaltou ainda
que ndo é por causa de diferentes técnicas de identificagdo do
virus, mas sim pela origem geogréfica do estudo’®. Assim, ele
afirmou que os dados corroboram o recém elaborado conceito
de que o CEC de es6fago pode ter causa diferente em regides
geograficas de baixo e alto risco, sendo que o HPV desempenha
papel importante apenas nas regides de alto risco™.

Sabendo-se que nao é possivel fazer cultura do HPV, todos
os testes virais em uso tém como base a detec¢ao de acidos
nucleicos virais. Estes testes podem ser divididos em métodos
de exame indireto (como a imunoexpressao do p16), métodos
de amplificacdo do sinal (como a captura hibrida) e métodos
de amplificagdo do alvo (como o PCR#). A imunoexpressao por
p16 foi o método escolhido para este trabalho por sua melhor
relacdo custo-beneficio, com alta sensibilidade, baixo custo e
simplicidade™3101.14,

Este trabalho busca avaliar a existéncia da relagdo entre o
CEC de esofago comainfeccdo por HPV nos pacientes submetidos
a resseccdo esofagiana pela neoplasia.

METODO

O presente trabalho foi realizado com base em uma pesquisa
transversal e retrospectiva nos arquivos eletrénicos do Hospital
Universitario Evangélico Mackenzie de Curitiba, Curitiba PR, Brasil,
em busca de todos os casos com diagndstico anatomopatoldgico
confirmando CEC de eséfago, ocorridos no periodo de janeiro
2010 a janeiro de 2017. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da instituicio sob o parecer nimero 1.952.103.

Dos pacientes selecionados, foram compilados do prontuério
dados referentes ao género e idade. Obteve-se blocos de parafina
e laminas histopatoldgicas coradas pela técnica de H&E, ambos
contendo amostras com diagnostico prévio de CEC de eséfago. Foi
considerado como critério de exclusdo prontuarios cujos laudos
nao contemplavam todas as informagdes pertinentes ao estudo,
casos em que as laminas e blocos selecionados pelo prontuario
eletronico ndo foram encontrados, bem como aqueles que, apds
a montagem do TMA (tissue microarrays ou blocos teciduais
multiamostrais) ndo demonstraram neoplasia.

As laminas histopatolégicas foram revisadas com o fim
de selecionar as areas amostrais para a confecgdo dos blocos
teciduais multiamostrais. Apds a confeccdo destes blocos, eles
foram utilizados para a confecgdo das laminas multiamostrais,
nas quais foram testados os biomarcadores pela técnica de
imunoistoquimica para verificar a presenca ou ndo da positividade
para o p16.

Técnica da imunoistoquimica

A técnica realizada para a construcdo dos TMAs ou blocos
multiamostrais consistiu na montagem de blocos de parafina,
com mdltiplas amostras, para confec¢do de laminas histolégicas

com varias amostras, a fim de realizar técnicas imunoistoquimicas
em varios tecidos de uma sé vez, barateando o custo do material.
A partir das laminas histolégicas referentes aos casos do estudo
foram selecionadas as regides amostrais representativas de lesdo
e devidamente marcadas com caneta de retroprojecdo. Através do
sistema de espelho, alamina marcada foi utilizada para localizacdo
da mesma regido no bloco-doador. A técnica consistia ainda
em realizar uma perfuragdo no bloco doador na area amostral
previamente marcada com a consequente obtencao de cilindro
de tecido dentro da agulha e, depois disso, a implantacdo deste
tecido no bloco receptor (Figura 1). Cada fragmento amostral
retirado do bloco-doador foi colocado no bloco-receptor conforme
0 mapa tipo “plano cartesiano” - as colunas foram identificadas
com letras e as linhas com nimeros.

FIGURA 1-TMAs construidos para este estudo: Cada um continha
oito casos com uma amostra de cada caso, além de
uma amostra tecidual sinalizadora do inicio do mapa
cartesiano, isto é, apenas demonstrando por onde o
patologista deveria iniciar a leitura

As laminas histoldgicas provenientes dos blocos em TMA
artesanal foram submetidas aimunoistoquimica. Este processo foi
divididoem duasfases distintas: a aplicacdo datécnica padronizadano
material do estudo e a leitura da area positiva (comimunomarcacéo
tecidual positiva) nas laminas do TMA previamente imunocoradas.

Para a leitura foram utilizadas duas laminas de eséfago
normal imunocoradas com os anticorpos p16, as quais foram
usadas como padrao para definicdo em série da area média de
expressdo dos marcadores nas laminas dos casos selecionados,
através do software Image Pro Plus®.

Apobs determinar a drea média de expressao dos marcadores
em cada regido delimitada, foi iniciada a coleta de dados dos
laudos anatomopatoldgicos.

FIGURA 2 — A) CEC positivo para o p16 (area marrom x100); B)
detalhe da positividade ao p16 com marcacao
citoplasmatica e nuclear fortes (castanho x400)

Andlise estatistica

Todos os resultados e informagdes obtidos foram tabulados
segundo protocolo de dados, e entdo expressos por meio de
graficos e tabelas, desenvolvidos a partir de planilhas Excel.
Nesse estudo, foi utilizado teste do qui-quadrado para analisar
a diferenca entre o resultado observado e o resultado esperado.
Porém, este teste é limitado. Quando mais de "4 dos valores
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esperados em tabela 2x2 fossem menores que 5, utilizou-se o
teste exato de Fisher e a estatistica V de Cramer. Para tabelas com
variaveis que possuiam mais de dois parametros, maiores do que
2x2 foi realizada regressao logistica para analise se dependéncia.
A confiabilidade foi de 95%.

RESULTADOS

A presente amostra constou de 66 casos, sendo que oito
foram excluidos por nao terem sido encontrados os materiais
anatomopatoldgicos, pelo fato de eles ndo corresponderem
com o laudo anatomopatoldgico ou pela montagem das laminas
multiamostrais terem algum erro técnico. Foram entao selecionados
58 casos. Foram 40 homens (68,97% do total) e 18 mulheres (31,03%
do total) com idades variando entre 31-92 anos nos homens
(63,2+12,92) e nas mulheres 34-79 anos (62,27+10,82 - Tabela 1).

Amedida de dispersao relativadenominada “coeficiente de
variagao”, utilizada para a comparacdo de distribui¢des diferentes
como, porexemplo, as diferengas entre as idades comparando-se
homens e mulheres encontraram-se valores iguais a 20,32% para
os homens e 17,39% para as mulheres, sendo que no total foi de
19,36%. Assim pode-se considerar que os dois grupos (masculino
e feminino) e o geral tém idades homogéneas (coeficiente de
variagdo menor do que 30%), sendo o feminino mais homogéneo
do que o masculino (Tabela 1).

TABELA 1-Medidas descritivas com relagdo aidade dos pacientes

Masculino  Feminino Geral
Média 63,62 62,27 63,2
Desvio-padrao 12,92 10,82 12,23
Maximo 92 79 92
Minimo 31 34 31
Coeficiente de variagao (%) 20,32% 17,39% 19,36%
Variancia 167,16 117,27 149,74

Teste F p=0,43593657; t de Student p=0,3508532

A prevaléncia de positividade do p16 nesta amostra foi de
46,55% (n=27), sendo 29,31% nos homens e 17,24% nas mulheres.

Em relagdo a distribuicdo entre faixas etérias, ndo foi observada
significancia estatistica (p=0,513582974) com a imunomarcacao
pelo p16 e nem na distribui¢do entre menores e maiores de 60
anos (p=0,7806).

DISCUSSAO

Desde que teve suarelagdo primeiramente relatadaem 1982,
tem-se tentado estabelecer a prevaléncia da infeccdo por HPV
nos CEC de es6fago™. A proteina p16, que age como supressora
tumoral ao inibir competitivamente as quinases dependentes de
ciclina, éumimportante exemplo dessa nova linhagem diagnostica.
Ela é encontrada em baixas concentracdes no epitélio normal,
tendo sua expressdo aumentada em processos proliferativos
e inflamatorios™. A principal razéo para que ela seja estudada,
permitindo a analise da infecgdo viral nesses tipos tumorais, é
o fato de que, apesar de incerto, pacientes HPV positivos tém
demonstrado melhor progndstico, assim com melhor resposta
ao tratamento com quimioterapia neoadjuvante™’3,

No presente estudo houve maior prevaléncia do CEC de
es6fago em homens, contando com 40 dos 58 pacientes (68,97%,
razdo de 2,44:1), com idade média de 63,2 anos, o que é um
pouco abaixo, mas corrobora com os dados divulgados pelo INCA
(Instituto nacional do Cancer — Brasil) em 2016, no qual tal indice
foi de 73,54%. Além disso, essa prevaléncia maior em homens
também é encontrada na pesquisa realizada por Kumar et al.™
na india, que mostrou razdo homem:mulher de 1,97:1. A média
de idade encontrada por Antunes et al., em estudo na cidade de
Santa Maria, no Rio Grande do Sul, Brasil foi de 60,1 anos de idade,
também sendo mais prevalente nos homens (84,3%). Saxena et

al'” e Kumar et al." também nao relataram diferenca estatistica
entre os géneros e a positividade para o HPV.

Aimunoexpressao da proteina p16 € um marcador bioldgico
relacionado com a indugdo neoplasica pelo HPV. Ela demonstrou
prevaléncia de 46,55% na presente casuistica e Kumar et al.”
descreveram que dentre 101 bidpsias de CEC de esdfago, essa
expressao esteve presente em 22 casos (22%). Em metanalise
com base em 138 estudos, publicada por Hardefeldt et al?, a
prevaléncia média foi de 27,4% em 12.037 casos de CEC de
esofago. Comparados paises em desenvolvimento com os
desenvolvidos, os emergentes tém taxa por HPV 12,2% maior.
J& Antunes et al?, relataram que a prevaléncia da infeccdo pelo
HPV ndo esté associada ao CEC. Na metanalise de 33 estudos
realizada por Wang et al.?° foram 46,5% os casos positivos para o
HPV, muito préximo ao encontrado neste trabalho. Possivelmente
adiscrepancia dos valores encontrados na literatura e este estudo,
podem estar relacionadas ao tamanho da amostra, e também a
variagao geografica do papel carcinogénico do HPV descrito por
diversos autores.

O presente estudo visou ampliar a compreensdo sobre
a oncogénese dos CEC de es6fago e a relacdo de um possivel
fator de risco. A maior limitacdo deste trabalho foi o tamanho
médio da amostra e também, devido a dificuldade de acesso a
maiores dados relacionados aos pacientes, s6 foi possivel avaliar
a presencga ou ndo do HPV no processo patoldgico, sem serem
feitas correlagdes com outros fatores de risco dessa neoplasia.

Nao obstante seus resultados positivos, interessante seria
aumentar a casuistica para, comisso, ter maior representatividade
destes resultados no territério brasileiro. Também, dever-se-ia
estimular outros estudos que permitam comparar, por exemplo,
o comportamento bioldgico destes tumores com HPV com o
progndstico dos sem HPV.

CONCLUSAO

A prevaléncia de infeccdo pelo HPV é alta no carcinoma
epidermoide de es6fago apresentando-se em quase a metade dos
casos (46,55%), sem diferenciacdo de idade quanto aos géneros.
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