Deteccao e genotipagem do HPV em esfregacos e

bidpsias buco-faringeos

HPV detection and genotyping in oral-pharyngeal

biopsies and swabs

Daniela Cochicho « Ana Hebe « Hugo Estibeiro ¢ Ligia Ferreira « Luis Martins « Luis Oliveira « Pedro Montalvdo Ricardo Pacheco

Rui Fino » Mdrio Cunha ¢ Miguel Magalhdes

RESUMO

Ambito: Cerca de 90% dos carcinomas da regido cabega-
pescogo sdo de células escamosas (HNSCC), e incluem a
cavidade oral, nasofaringe, laringe, hipofaringe e orofaringe. E
uma doenga com uma etiologia complexa em que o consumo
de alcool e tabaco sdo os principais factores de risco. Na ultima
década, observou-se um aumento na incidéncia no carcinoma
da orofaringe (OPSCC), que inclui os tumores da amigdala e
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base da lingua, os quais estdo maioritariamente associados
a presenca do virus do Papiloma Humano (HPV). De acordo
com alguns estudos preliminares, a populagdo com OPSCC
e presenga de HPV é tipicamente mais nova e apresenta um
progndstico mais favoravel, colocando-se a hipotese de des-
intensificacdo terapéutica a aplicar neste cohort.

Objectivo: Determinar a prevaléncia, identificar os gendtipos
do HPV e correlacionar os diferentes factores de risco na
populagdo do IPOLFG com diagndstico de OPSCC.

Desenho do estudo: E um estudo prospectivo, longitudinal e
observacional, realizado no Instituto Portugués de Oncologia
de Lisboa Francisco Gentil, centro de prestagdo de cuidados
de saude diferenciados na area da oncologia.

Material e Métodos: Populagdo recrutada do Servico de
Otorrinolaringologia do IPOLFG com lesdes na orofaringe,
entre o periodo de 2009 a 2014. No total, 78 pacientes foram
incluidos para analise (idade média 58 anos), 60 homens
(idade média 57 anos) e 18 mulheres (idade média 62 anos).
A detecgdo e genotipagem do HPV foram elaboradas por meio
de técnicas de biologia molecular; nomeadamente tecnologia
PCR em Tempo Real por tecnologia in house, com utilizagdo da
fluorescéncia SYBR Green e com primers SPF10 que detecta
cerca de 40 gendtipos do HPV diferentes. A genotipagem foi
efectuada por tecnologia MicroArray (Papillocheck™) e Lira
(INNO-LiPA™) que identificam cerca de 27 gendtipos de HPV
diferentes.

Resultados: A populagdo avaliada maioritariamente masculina
(3:1) com idade média de 58A, 74% com diagndstico de OPSCC
e 80% apresenta de hdbitos de consumo. Nos 58 pacientes
com OPSCC estimou-se uma prevaléncia a HPV de 59%, em que
o0 HPV16 é o gendtipo maioritario (62%) dos casos positivos.
Conclusdes: Os dados obtidos, prevaléncia do HPV e gendtipo
mais frequente sdao semelhantes aos obtidos noutros estudos
e vém confirmar a existéncia de duas entidades distintas
(carcinoma HPV positivo e carcinoma HPV Negativo) na
populagdo avaliada.

Palavras-chave: detec¢do HPV, HPV16, carcinoma da
orofaringe, factores de risco

ABSTRACT

Scope: Approximately 90% of head-neck carcinomas are
squamous cell carcinomas (HNSCC), that includes the oral
cavity, nasopharynx, larynx, hypopharynx and oropharynx. It is
a disease with a complex etiology with the alcohol and tobacco
consumption being the main risk factors. In last decade, there
has been an increase in incidence of oropharyngeal carcinoma
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(OPSCC), that includes tumors of the amygdala and the
base of the tongue, mostly associated with the presence of
Human Papilloma Virus (HPV). According to some preliminary
studies, the population with OPSCC and presence of HPV is
typically younger and presents favorable prognosis, posing
the hypothesis of therapeutic de-intensification to be applied
in this cohort.

Objective: Estimate prevalence and identify the HPV genotypes.
Correlation of the different risk factors in OPSCC diagnosis in a
population from a tertiary center in Lisbon.

Study Design: It is a prospective, longitudinal and observational
study in tertiary cancer centre in Lisbon, Portugal.

Material and methods: Population from the Otorhinolaryngology
department from a tertiary center in Lisbon, with lesions in
the oropharynx, selected between 2009 and 2014. In total,
78 patients were included for analysis (mean age 58 years),
60 men (mean age 57 years) and 18 women (mean age 62
years). HPV detection was performed using molecular biology
techniques briefly, an In-house real-time PCR, with fluorescence
dye SYBR Green and SPF10 primers, was optimized to detect 40
different HPV genotypes; The genotyping was performed with
array or/and Lira technology that identify about 27 different
HPV genotypes.

Results: The majority of the population evaluated is male (3:
1) with a mean age of 58A, 74% with a diagnosis of OPSCC
and 80% had habits of consumption. In the 58 patients with
OPSCC, the estimated HPV prevalence was 59%, where HPV16
is the most present genotype (62%) in the positive cases
Conclusions: The data obtained is consistent with other
publications regarding prevalence of HPV and most frequent
genotype. In this cohort was possible to confirm the existence
of two distinct entities in OPSCC (HPV positive and HPV
Negative).

Keywords: HPV detection, HPV16, oropharyngeal carcinoma,
risk factors

INTRODUCAO

Segundo os dados do IARC (International Agency for
Research on Cancer), anualmente sdo diagnosticados
cerca de 456,000 (3,2% de todos os cancros) de novos
casos de cancros da regido da cabeca e pescogo com
uma mortalidade de aproximadamente 400,000 casos
(4,9% por todas as mortes por cancro)l.

Cerca de 90% destes carcinomas sdo de células
escamosas (HNSCC)?, e incluem a cavidade oral,
nasofaringe, laringe, hipofaringe e orofaringe. E uma
doenga com uma etiologia complexa, em que o consumo
de alcool e tabaco sdo os principais factores de risco,
com ampla descri¢do e fundamentacgdo na literatura®®.
Nas ultimas décadas, e em algumas zonas geograficas,
houve um aumento na incidéncia no carcinoma de
células escamosas da orofaringe (OPSCC), que inclui
os tumores da amigdala e base da lingua, os quais
estdo, maioritariamente, associados a presenca do
virus do Papiloma Humano (HPV) e desenvolvem-se
em individuos mais novos e sem histérico de habitos
de consumo® & 7!, Foi, alids, por esta razdo que o IARC
reconheceu em 2007 que o HPV é um factor de risco no
OPSCC, especialmente o HPV 167,

Cerca 35% dos OPSCC estdo relacionados com a

presenca do HPV, com 80% associados ao HPV 16,
definindo assim uma nova entidade em termos de
epidemiologia e sobrevida dos carcinomas da regido de
cabeca e pescogol”.

Actualmente, asintervengdes terapéuticas em pacientes
com HNSCC incluem a cirurgia, a quimioterapia e
radioterapia, ndo existindo quaisquer diferengas na
abordagem terapéutica entre paciente com HNSCC
associado ao HPV e/ou hdbitos de consumo.® De
acordo com alguns estudos preliminares, a populagdao
com OPSCC e presenga de HPV é tipicamente mais
nova e apresenta um progndstico mais favoravel,
colocando-se a questdo sobre a diminuigdo dos niveis
de intensificacdo terapéutica aplicados a um cohort que
manifesta uma melhor sobrevida.® 011

Dada a necessidade de novas ferramentas de diagnostico
que contribuam para a identificagdo precoce desta
patologia e considerando os diferentes factores a ela
associados, a presenca do HPV revela ser um bom
indicador de progndstico.

Este estudo tem como objectivo avaliar a prevaléncia do
HPV na populagdo do IPOLFG com OPSCC e identificar
os gendtipos mais frequentes por meio de técnicas de
Biologia Molecular.

MATERIAL E METODOS

1.Populagao de estudo

Foram seleccionados todos os pacientes referenciados
a consulta do Servigo de Otorrinolaringologia do IPOLFG
entre 2009 a 2014, de acordo com os seguintes critérios
de selecgdo:

eDiagndstico de lesdo na regido da orofaringe que inclui
base da lingua, palato mole, amigdala, orofaringe.
eAvaliacdo Anatomo-patolégica com confirmacdo
citoldgica ou histoldgica

eAvaliacdo Laboratorial para a detecgao do HPV
eAvaliacdo dos Habitos de consumo

Foram excluidos todos os pacientes com outro
diagndstico de neoplasia maligna que ndo das vias
aéreas digestivas superiores.

2.Recolha da amostra biologica

A cada paciente com lesdo na orofaringe foi recolhida
uma amostra por meio de esfregaco e/ou bidpsia, na
consulta ou no bloco operatdrio, e sdo conservadas em
meio ThinPrep conservado a 4°C até processamento.
As amostras sdo avaliadas em termos de histologia e
presenca de DNA do HPV.

3.Extraccdo DNA

Apoés recolha e lavagem das células por centrifugacdo
(esfregaco) ou corte (bidpsia), procedeu-se a lise celular
através da adicdo de 250uL de tampdo de lise e 25 uL
de proteinase K, com uma incubac¢do de 12-16 horas a
56°C. Ap0s esta lise celular, procedeu-se ao isolamento
do DNA utilizando o Qiamp MiniElute Virus Kit
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(Qiagen, Valencia, CA), segundo o protocolo descrito.
A quantidade e qualidade do DNA obtido é avaliado
por espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Scientific,
Waltham, MA).

4.Deteccao e genotipagem HPV

A detec¢do do DNA do HPV é realizado através do ensaio
PCR em Tempo Real In House, com corante SYBR GREEN,
o qual permite a detecgdo de 40 gendtipos de HPV de
alto e baixo risco!*?. Este ensaio de PCR utiliza os primers
especificos SF10, os quais amplificam um fragmento de
75 pares de bases naregido L1, de acordo com o seguinte
programa de amplificagdo: 1 ciclo 50°C (2 minutos) e
95°C (10 minutos); 50 ciclos 95°C (30 segundos) e 60°C
(60 segundos). Apds a amplificagdo, realiza-se o passo
de dissociagdo: 95° (15 segundos), 60°C (30 segundos)
e 95°C (15 segundos). Na identificagdo dos gendtipos
do HPV sdo utilizadas duas tecnologias diferentes;
Microarrays (Papillocheck, Greiner Bio-One, GmbH) que
detecta 24 gendtipos; e INNO-LIPA (Fujirebio Europe,
N.V.) que detecta 27 gendtipos, segundo os protocolos

TABELA 1
Prevaléncia HPV por variaveis demograficas e clinica

de instrucdo estabelecidos nas respectivas bulas.

RESULTADOS

A populagdo estudada é predominante masculina
(proporgao de 1 mulher para 3 homens), com uma
idade média de 58 anos. Do ponto de vista de habitos
de consumo, a grande maioria (80%) indicam que sdao
consumidores de tabaco e/ou élcool.

Em termos de histologia, 74% (58/78) apresentam um
diagndstico de carcinoma (3 pacientes em recidiva) e
26% (20/78) sdo negativos para neoplasia. Do ponto de
vista histoldgico, a grande maioria 93% (54/58) é do tipo
pavimento-celular. Em termos de género, 78% (44/58)
dos casos de carcinoma sdo em homens, com uma
idade média de 60A, com 95% da populagdo masculina
a apresentar habitos de consumo (42/44).

No universo das 78 amostras 50% (39/78) sdo positivas
para HPV. Avaliando a prevaléncia do HPV nas vdrias
variaveis clinicas e demograficas (tabela 1), verifica-se
uma maior percentagem de HPV positivos nos Homens
(52% vs 44%). Em termos de idade, tantos os Homens

Género Total HPV (+) HPV (-)
Homens 77% (60/78) 52% (31/60) 48% (29/60)
Mulheres 23% (18/78) 44% (8/18) 56% (10/18)

Idade
Média 58.4A 60.4A 56.4A
Homens 57.3A 58.6A 56A
Mulheres 61.9A 67.3A 57.7A
>60 A 49% (38/78) 53% (20/38) 47% (18/38)
<60A 51% (40/78) 48% (19/40) 53% (21/40)
Habitos de Consumo
Com Habitos de Consumo 80% (62/78) 48% (30/62) 52% (32/62)
Sem Habitos de consumo 15% (12/78) 58% (7/12) 42% (5/12)
Sem Informagdo 5% (4/78) 50% (2/4) 50% (2/4)
Patologia

Carcinoma 74% (58/78) 59% (34/58) 41% (24/58)
Homens 78% (44/58) 64% (28/44) 36% (16/44)
Mulheres 22% (14/58) 43% (6/14) 57% (8/14)
Com Habitos de Consumo 86% (50/58) 58% (29/50) 42% (21/50)
Sem Habitos de Consumo 12% (7/58) 71% (5/7) 29% (2/7)
Sem informacg&o 2% (1/78) 0% 100% (1/1)
Outras lesdes 26% (20/78) 25% (5/20) 75% (15/20)
Homens 80% (16/20) 19% (3/16) 81% (13/16)
Mulheres 20% (4/20) 50% (2/4) 50% (2/4)
Com Habitos de Consumo 60% (12/20) 8% (1/12) 92% (11/12)
Sem Habitos de Consumo 25% (5/20) 40% (2/5) 60% (3/5)
Sem informagdo 15% (3/20) 67% (2/3) 33% (1/3)
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TABELA 2
Distribui¢ao dos factores de risco por diagnéstico

Factores de Risco (n=74)*

Diagndstico Histolégico

Ha’t:éi::;(:i;tgz::gmo HPV status Carcinoma Negativo para neoplasia
Presente Negativo 21 (36.8%) 11 (64.7%)
Ausente Negativo 2 (3.5%) 3(17.6%)
Presente Positivo 29 (50.9%) 1(5.9%)
Ausente Positivo 5(8.8%) 2 (11.8%)
*4 sem informagédo disponivel para habitos de consumo
como as Mulheres com HPV (+) apresentam uma idade CONCLUSOES

média superior relativamente aos Homens e Mulheres
HPV (-).

A percentagem de carcinomas em que o HPV é
detectado é de 64% (28/44) nos homens e 36% nas
mulheres (16/44). As amostras com resultado negativo
para neoplasia tém uma baixa prevaléncia de HPV (25%),
valor este que sobe para os 59% no caso das amostras
com resultado confirmado de neoplasia (Tabela 1).
Avaliando os factores de risco, nos casos de carcinoma
50.9% dos casos apresentam habitos de consumo e
presenca de HPV, 36.8% apenas com habitos de consumo
e 8.8% apenas com presenca de HPV (Tabela 2).

A caracterizagdo dos gendtipos de HPV na amostra
revela que o HPV16 é o gendtipo mais prevalente nos
carcinomas da orofaringe (Grafico 1).

GRAFICO 1
Distribuigcao dos genétipos nos carcinomas da orofaringe
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DISCUSSAO

Os dados confirmam a epidemiologia e prevaléncia
do HPV nas lesGes da regido da orofaringe: sdo lesGes
predominantes em homens (propor¢do de 1 mulher
para 3 homens), em que a prevaléncia do HPV é de
59% nos OPSCC e o HPV 16 é o gendtipo mais frequente
(62%).

Da analise dos factores de risco observa-se que nos
casos com OPSCC em 50.9% com ambos os factores de
risco, 36.8% aparecem apenas com Habitos de consumo
e em 8.8% apenas com HPV.

Os dados epidemioldgicos deste cohort confirmam os
valores de prevaléncia do HPV em OPSCC. No entanto,
a populacdo avaliada apresenta elevados habitos de
consumo e maioritariamente estdo presentes os dois
factores de risco. Nos varios estudos publicados é
evidenciado que os pacientes com melhor progndstico
sdo os que ndo tém habitos de consumo e que
apresentam carcinomas HPV positivos, o que ndo foi
observado na nossa populagdo. Futuramente, e de
forma a garantir uma melhor compreensao clinica desta
patologia, seria importante mais estudos da prevaléncia
do HPV na populagdo OPSCC quanto a sua implicacdo
no progndstico e abordagem terapéutica.
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