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RESUMO 
 

 
 

 As maiores taxas de câncer de esôfago no Brasil ocorrem no Rio Grande do Sul 
(18/100.000/ano para homens e 6/100.000/ano para mulheres em 2012), onde o carcinoma de 
células escamosas é o mais frequente. Além disso, a incidência de carcinoma de células 
escamosas de cabeça e pescoço (CCECP) também é significativa nesta região 
(11/100.000/ano para o câncer da cavidade oral e 10/100.000/ano para o câncer da laringe em 
homens em 2012). O tabagismo e o consumo de álcool são os principais fatores de risco tanto 
para o carcinoma de células escamosas do esôfago (CCEE), quanto para o CCECP. O papel 
do HPV no desenvolvimento de CCEE permanece controverso. Por outro lado, existem 
evidências de que o CCECP HPV+ é uma entidade distinta em comparação ao CCECP 
associado ao consumo de tabaco e de álcool.  
 Com o objetivo de investigar a associação da infecção pelo HPV com o CCEE e o 
CCECP no sul do Brasil, foram avaliados, prospectivamente, as amostras de três grupos. O 
grupo 1 foi formado por pacientes com CCEE, onde foram avaliadas amostras do tumor e de 
áreas de mucosa esofágica sem tumor. O grupo 2 foi formado por pacientes com CCECP, 
onde foram avaliadas biópsias do tumor primário e de áreas da mucosa esofágica, tanto iodo 
positivas quanto iodo negativas. O grupo 3 foi formado por pacientes dispépticos, não 
fumantes/não alcoolistas, com mucosa esofágica de aspecto normal pela endoscopia digestiva 
alta, onde foram realizadas biópsias do esôfago médio. Com extremo cuidado para evitar a 
contaminação do DNA, foi utilizada a técnica de nested-PCR com os primers gerais 
MY09/MY11 e GP5/GP6 para pesquisar a presença do HPV em amostras de tecido fixado em 
formalina e armazenados em parafina. Nós planejamos a realização de genotipagem do 
produto final da PCR para 73 tipos de HPV. O Grupo 1 incluiu 51 amostras de CCEE e 51 
amostras de áreas esofágicas não tumorais. No Grupo 2, haviam 37 pacientes com 35 biópsias 
do tumor primário, 32 de áreas iodo positivas do esôfago (27 normais e 5 esofagites) e 17 de 
áreas não coradas do esôfago (15 normais e 2 esofagites). Neste grupo, um paciente 
apresentou tumores sincrônicos de CCECP e CCEE. O Grupo 3 incluiu 37 pacientes, 35 com 
mucosa esofágica normal e 2 com esofagite leve. Em um total de 224 amostras, apenas 6 
apresentaram material inadequado para análise pela PCR. O DNA do HPV foi negativo em 
todas as 218 amostras pela técnica de nested-PCR.  
 Portanto, a análise de pacientes com CCEE e CCECP sugere que não há evidências de 
que o HPV esteja envolvido na carcinogênese do trato aerodigestivo superior no sul do Brasil. 
 

 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 
 
 
 

 The highest rates of esophageal cancer in Brazil occur in Rio Grande do Sul 
(18/100,000/year for men and 6/100,000/year for women in 2012), where squamous cell 
carcinoma is the most common. Furthermore, the incidence of head and neck squamous cell 
carcinoma (HNSCC) is significant in this region (11/100,000/year for cancer of the oral cavity 
and 10/100,000/year for laryngeal cancer in men in 2012). Tobacco smoking and alcohol 
consumption are the major risk factors for esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and 
HNSCC. The role of HPV in the development of ESCC remains controversial. Otherwise, 
there are some evidences that HPV-related HNSCC is a distinct entity compared with HNSCC 
associated with smoking and alcohol consumption.  

In order to investigate the association of HPV infection with ESCC and HNSCC in 
southern Brazil, we evaluated, prospectively, samples from three groups. Group 1 was formed 
by patients with ESCC where we evaluated esophageal samples from tumor and from non-
tumoral areas. Group 2 was formed by HNSCC patients. We assessed biopsies from primary 
tumor and esophageal biopsies from either iodine negative or positive areas. Group 3 was 
formed by dyspeptic patients, no smokers/non alcoholics, with normal appearing esophageal 
mucosa in Upper GI Endoscopy, where biopsies were taken from middle esophagus. With 
extreme care to prevent DNA contamination, we used nested PCR with the general primer 
sets MY09/MY11 and GP5/GP6 for HPV L1 in formalin fixed paraffin-embedded tissue. We 
planned to genotype the final PCR product for 73 HPV types. Group 1 included 51 samples 
from ESCC and 51 samples of esophageal non-tumoral areas. In Group 2, there were 37 
patients with 35 biopsies taken from primary tumor, 32 from iodine positive esophageal areas 
(27 normal and 5 esophagitis) and 17 from unstained esophageal areas (15 normal and 2 
esophagitis). In this group, 1 patient had synchronous tumors of HNSCC and ESCC. Group 3 
included 37 patients, 35 with normal esophageal mucosa and 2 with mild esophagitis. A total 
of 224 samples fixed in formalin and stored in paraffin, only 6 samples showed inappropriate 
material for PCR analysis. HPV DNA was negative in all 218 samples.  

Therefore, we did not carry out the genotyping. In patients with ESCC and HNSCC 
from Southern Brazil, there is no evidence that HPV is involved in upper aerodigestive 
carcinogenesis. 
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INTRODUÇÃO 

  

 Mundialmente, o câncer esofágico é o oitavo câncer mais comum e é a sexta causa de 

morte por câncer. No Brasil, as maiores taxas de carcinoma de células escamosas do esôfago 

(CCEE) ocorrem no estado do Rio Grande do Sul, onde os fatores de risco reconhecidos como 

mais importantes nesta região são o tabagismo e o alcoolismo. Além disso, a incidência 

parece ser influenciada pelo consumo de uma bebida típica da região, o chimarrão. 

Curiosamente, no norte do Brasil a incidência é próxima a zero. Mundialmente, essa variação 

se repete entre as diferentes regiões, culturas e raças; e nem sempre é explicada pelos fatores 

de risco inicialmente citados. Com taxas de mortalidade e incidência próximas, o câncer de 

esôfago apresenta um prognóstico reservado, devido, principalmente ao diagnóstico tardio. 

Portanto, a identificação precisa dos fatores de risco presentes em regiões de maior incidência 

para essa neoplasia, possibilitando medidas de prevenção e programas de rastreamento mais 

eficientes, poderá mudar esse cenário. 

 Outro grupo de tumores que apresenta importantes taxas de incidência no sul do Brasil 

são os carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço (CCECP), os quais 

compartilham alguns fatores de risco com o CCEE, como o consumo do tabaco e do álcool. 

Mais recentemente, nota-se, principalmente em países desenvolvidos, um aumento do número 

de casos de CCECP relacionados a outro fator de risco, a infecção pelo Papilomavírus 

Humano (HPV). 

 Embora a infecção pelo HPV seja um fator de risco conhecido para os CCECP, com 

fortes evidências em vários estudos, o papel do HPV no desenvolvimento do CCEE é 

altamente controverso. No entanto, os cânceres causados por infecção viral oferecem uma 

oportunidade única para profilaxia, detecção precoce e tratamento. Merecendo, portanto, 

esforços na sua identificação. Com esse objetivo, nós procuramos investigar a associação 

entre a infecção pelo HPV e os tumores do trato aerodigestivo superior no sul do Brasil.  
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 CÂNCER DE ESÔFAGO 
 

Com 326.600 casos novos por ano em homens e 155.000 em mulheres, o câncer de 

esôfago (CE) ocupa o oitavo lugar em incidência no mundo e o sexto em óbito por neoplasias 

malignas, e foi responsável pela morte de 276.100 homens e 130.700 mulheres em 2008.1 O 

CE apresenta uma taxa de incidência global duas vezes maior em países menos desenvolvidos 

quando comparada às regiões de maior desenvolvimento.2 

A maioria dos tumores de esôfago é constituída por carcinoma de células escamosas 

(CCE), cuja incidência tem diminuído nos países desenvolvidos, onde as taxas são de menos 

de 10/100.000 habitantes. Por outro lado, nos países menos desenvolvidos, a incidência 

permanece alta, e atinge mais de 100/100.000 habitantes em regiões de alto risco como China, 

Irã e África do Sul.2 

Para o Brasil, a estimativa do INCA (Instituto Nacional do Câncer) é de 10.420 casos 

novos de CE para o ano de 2012, com 7.770 casos do sexo masculino (8/100.000 habitantes) e 

2.650 do sexo feminino (3/100.000), e representa, respectivamente, a sexta e a décima quinta 

posições em incidência. Entre os estados brasileiros também é observada uma grande variação 

geográfica, onde o Rio Grande do Sul possui a maior incidência, com 18,01/100.000 

habitantes do sexo masculino e 6,60/100.000 habitantes do sexo feminino, com um total 

estimado de 1.340 casos, enquanto os estados do Acre, Amapá e Roraima possuem 

incidências próximas de zero. Digno de nota é a estimativa  para o estado de São Paulo para 

2012, de 4.430 novos casos, representando o maior número de casos novos no país.3 

No ocidente, e especialmente nos Estados Unidos onde o carcinoma de células 

escamosas de esôfago (CCEE) é mais comum em afro-americanos, mais de 90% dos casos 

estão associados ao consumo de tabaco e álcool. Em contraste, em áreas de alto risco como 

em Linxian na China e o nordeste do Irã, poucos casos são associados ao tabaco e ao álcool, 

sendo os principais fatores de risco, a ingestão reduzida de frutas e vegetais, deficiências de 

selênio, zinco e vitamina E, elevada exposição aos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 

(HAP) e higiene oral pobre. No Rio Grande do Sul, onde 80% dos casos de CE são do tipo 

histológico de células escamosas, a população está exposta a altos níveis de HAP, 

provenientes da fumaça produzida pelo tabaco e pelo preparo do churrasco, e do consumo de 

chimarrão. Este último, provavelmente está associado à ingestão de carcinógenos (HAP) 
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presentes na erva mate, naturalmente ou adicionados durante o seu processamento, e à lesão 

térmica da mucosa esofágica causada pelas altas temperaturas em que o chimarrão é 

consumido. Além disso, o consumo excessivo de álcool no sul do Brasil é maior do que em 

outras áreas de alto risco para CCEE no mundo.2, 4-9 

Entre outras possíveis condições associadas ou predisponentes estão: neoplasias de 

cabeça e pescoço, doença celíaca, Síndrome de Plummer-Vinson, Tilose ou Síndrome de 

Howel-Evans, acalásia, estenose cáustica, história de tratamento radioterápico para câncer de 

mama, e infecção pelo Papilomavírus Humano (HPV).10, 11 

 

1.2 CÂNCER DE CABEÇA E PESCOÇO 

 

A expressão câncer de cabeça e pescoço define um grupo heterogêneo de neoplasias 

malignas envolvendo diferentes subsítios (cavidade oral, orofaringe, hipofaringe e laringe), 

com fatores de risco e características patológicas similares, sendo a  maioria das neoplasias 

desta região do tipo carcinoma de células escamosas (CCE).  

A incidência mundial do carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço 

(CCECP) tem aumentado gradualmente nas últimas três décadas, ocupando a sétima posição 

em incidência e causa de morte por câncer. Em 2008, somando-se as estimativas dos 

diferentes subsítios - lábio e cavidade oral (CID: C00-08), nasofaringe (CID:C11), laringe 

(CID: C32) e outros sítios na faringe (CID: C09-10, C12-14) - foram relatados 

aproximadamente 633.000 casos e 355.000 mortes no mundo.1, 12, 13 

A incidência de CCECP é também significativa no sul do Brasil, com taxas de 

11,57/100.000 homens e 3/100.000 mulheres para o câncer da cavidade oral, e 9,46/100.000 

homens para o câncer de laringe, enquanto que, em mulheres a magnitude deste último é 

muito pequena.3 

Os fatores de risco mais importantes, e que parecem ter um efeito sinérgico sobre a 

mucosa do trato aero-digestivo superior (TADS), são o tabaco e o álcool, podendo aumentar o 

risco para CCE de cavidade oral e faringe em até 50 vezes. Além desses, outros fatores 

frequentes são o baixo consumo de fibras e de vitaminas na forma de frutas e vegetais, a 

precariedade da higiene oral e da dentição, e a infecção por HPV.12 Este último fator de risco 

foi inicialmente sugerido por Syrjänen em 1983, o qual notou que 40% dos cânceres de seu 

estudo continham similaridades histológicas e morfológicas com lesões associadas ao HPV.14 

Desde então, vários estudos epidemiológicos apresentam fortes evidências da associação do 
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HPV com CCECP, reforçados pelo aumento de alguns subtipos (CCE de língua e tonsilas), a 

despeito da redução do tabagismo, como descrito nos EUA, Suécia e Finlândia.15-18 A 

associação do HPV com CCECP é particularmente mais evidente justamente naqueles 

pacientes não expostos aos fatores de risco clássicos, como o tabaco e o álcool .19-21 

A epidemiologia dos CCECP mudou dramaticamente nas últimas duas décadas, com 

uma redução do número de casos de CCECP associados ao tabaco e um aumento dos tumores 

de orofaringe associados ao HPV. Existem fortes e consistentes evidências moleculares 

demonstrando que o HPV é causa etiológica destes tumores, sendo detectado no tecido 

tumoral, onde é encontrado no núcleo das células, com atividade de transcrição, clonalidade, e 

não é encontrado no tecido benigno adjacente.20 Além disso, estudos de caso-controle 

revelaram que pacientes com câncer de orofaringe possuem um maior número de parceiros 

sexuais durante a vida e costumam ter mais infecções orais por HPV do que os controles 

pareados.19, 22-24 A prevalência do HPV oral parece aumentar no início da vida sexual, 

aumentando de 1,5% na faixa etária entre 12 e15 anos para 3,3% dos 16 aos 20 anos, e em 

torno de 4,5% nos adultos saudáveis. Prevalências ainda maiores são encontradas entre 

mulheres com infecção do colo do útero por HPV e pessoas infectadas com HIV.24 

Em 2005, Kreimer et al. realizaram uma metanálise onde foram avaliados 60 estudos, 

com amostras de 26 países, incluindo 5.046 casos de CCECP analisados pela técnica de PCR 

e identificaram associação com HPV em 26% (35,6% na orofaringe, 23,5% na cavidade oral e 

24,0% na laringe). O tipo de HPV mais frequente foi HPV 16 (86,7% na orofaringe, 68,2% na 

cavidade oral e 69,2% na laringe), seguido pelo HPV 18 (1,0% na orofaringe, 8,0% na 

cavidade oral e 3,9% na laringe).25 

Um acúmulo de evidências sugerem que o CCECP HPV positivo é um importante 

fator prognóstico associado à evolução favorável.20, 26-29 Quando se compara a progressão 

entre os casos HPV positivos e HPV negativos, observa-se melhores taxas de resposta ao 

tratamento (quimioterapia de indução: 82% vs 55%, quimio-radioterapia: 84% vs 57%), maior 

sobrevida e redução no risco de progressão.30 Além disso, no que se refere especificamente ao 

CCE de orofaringe HPV positivo, dados recentes sugerem que o status do tumor em relação 

ao HPV é fator prognóstico independente para sobrevida.31 
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1.3 PAPILOMAVÍRUS HUMANO 

 

Os HPVs são vírus de DNA que se replicam na pele e nas mucosas, e habitualmente 

dão origem a lesões benignas como verrugas ou papilomas. Até o momento, são descritos 

mais de 100 tipos de HPVs, classificados quanto a oncogenicidade em baixo ou alto risco. Os 

primeiros, como o HPV-6 e o HPV-11, são inicialmente associados às lesões benignas, que 

raramente evoluem para neoplasias. Já os de alto risco, como o HPV-16 e o HPV-18, estão 

associados às lesões que podem progredir para neoplasia intra-epitelial de alto grau e 

carcinoma.32, 33 Ocasionalmente o termo risco intermediário pode ser usado para os HPVs cuja 

a oncogenicidade ainda está sendo investigada.34 

O genoma dos HPVs é constituído por aproximadamente 8.000 pares de bases, cujo 

DNA assume duas formas, epissomal (circular) e integrada (linear). Na primeira forma, o 

DNA viral encontra-se dentro do núcleo da célula do hospedeiro, mas não ligado ao DNA 

desta célula. Na forma linear, o DNA viral incorpora-se ao DNA da célula do hospedeiro. A 

primeira forma é a observada nas lesões benignas e pré-malignas, enquanto que a segunda 

está relacionada à progressão para displasia e carcinoma in situ (Figura 1).32, 35 

 

 
 
Figura 1: Genoma do HPV16. (A) Genoma circular epissomal presente em lesões pré-malignas. (B) Organização 
linear do genoma mostrando o sítio de integração em E2.35 

 

Todos os genomas de HPV são formados por três regiões gerais: (1) upstream 

regulatory region (URR) ou região regulatória (LCR de long control region), que contém as 

sequências que controlam a transcrição e a replicação viral; (2) região precoce (ou E de early) 

que codifica as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7 envolvidas em múltiplas funções incluindo 

replicação, transcrição e transformação celular; e (3) região tardia (ou L de late) que codifica 



 

 19 

as proteinas L1 e L2 do capsídio. As sequências que codificam E e L encontram-se 

reagrupadas em um único filamento de DNA em fases abertas de leitura (ou ORFs de open 

reading frames); enquanto a LCR encontra-se em uma região sem ORF detectável, que é uma 

região não codificante localizada entre os genes L1 e E6.36 

A classificação do HPV é baseada na heterogenicidade da sequência do seu DNA. O 

“tipo” do DNA é definido como uma diferença de pelo menos 10% na sequência completa de 

nucleotídeos do gene L1, enquanto “subtipos” apresentam uma variação de 2 a 10%. E, 

finalmente, são denominados de “variantes” quando a sequência de nucleotídeos dos genes de 

L1 diferem menos de 2% (Fig. 2).37 

Dos 189 tipos de papilomavirus (PV) classificados, 120 são HPVs, 64 são isolados em 

outros mamíferos, 3 em aves e 2 em répteis. Eles são agrupados em 39 gêneros dentro da 

família Papillomaviridae, sendo que os HPVs estão reunidos em apenas 5 gêneros (Alpha-, 

Beta-, Gamma-, Mu- e Nu-PVs).38 

 
 



 

 20 

 

Figura 2: Cladograma do HPV.38 
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1.4 PAPILOMAVÍRUS HUMANO E CARCINOGÊNESE 

 

1.4.1 Aspectos Históricos 

 

As verrugas cutâneas ou genitais já eram conhecidas dos antigos gregos e romanos, 

sendo que as últimas eram consideradas como sinal de promiscuidade sexual.39 Em 1842, o 

médico italiano Rigoni-Stern, após revisar as causas de óbito de mulheres da cidade de 

Verona durante o período de 1760 a 1839, publicou um artigo em que ele identificava uma 

alta frequência de câncer de colo de útero em mulheres casadas, viúvas e prostitutas. 

Curiosamente, entre virgens e freiras essa ocorrência fora rara, levando-o a concluir que o 

câncer de colo de útero deveria estar associado ao contato sexual.40 

Relatos do final do século 19 e início do século 20, sugeriam a natureza infecciosa das 

verrugas.41, 42 Posteriormente, na década de 20 do século passado, também foram identificadas 

como de origem infecciosa as verrugas genitais e a papilomatose laríngea.43 

Ainda no inicio do século 20, o potencial carcinogênico de um vírus foi descrito em 

coelhos, causando-lhes papilomas que, em raras ocasiões, progrediam para carcinomas de 

células escamosas de pele.44-46 Em 1949, Strauss et al. demonstraram a presença de partículas 

virais em papilomas através de microscopia eletrônica, e as primeiras publicações com a 

descrição da fita dupla de DNA circular do HPV ocorreram na década de 60.47, 48 No final da 

década de 70 e inicio dos anos 80, Harold zur Hausen sugeriu um possível papel do HPV no 

câncer de colo de útero (CCU) e identificou partículas do vírus em amostras de lesões 

displásicas do colo uterino, além de isolar o primeiro HPV associado ao CCU (HPV 16), 

sendo agraciado com o prêmio Nobel em 2008 pela descoberta da associação entre o HPV e o 

CCU.49-58 

Walboomers et al publicaram na década de 90 um dos principais estudos 

epidemiológicos comprovando a presença de HPV em 99,7% das amostras de CCU, sendo 

essa relação causal identificada também por outros autores.59-62 

Além do CCU, outras associações do HPV com neoplasias estão bem estabelecidas 

como em aproximadamente 50% dos carcinomas de células escamosas de vulva , 30-50% dos 

carcinomas de pênis, 60-90% dos carcinomas de vagina, 80-90% dos cânceres da região anal, 

25-30% dos cânceres de orofaringe e em aproximadamente 5% dos cânceres de laringe.19, 26, 

58, 63-72 Até a presente data, nenhum tipo de HPV foi identificado como carcinogênico 

exclusivamente de um destes determinados sítios.73 
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Outras associações do HPV como com câncer de pele, de mama, de cólon, de próstata, 

de bexiga, de pulmão e de esôfago, necessitam de dados mais consistentes.58, 74-114 

 

1.4.2 Mecanismos de Carcinogênese 

 

Na maioria dos tumores induzidos pelo HPV, foi observado que a expressão das 

proteinas virais E6 e E7 foi seletivamente mantida, implicando-as diretamente no processo de 

carcinogênese. Além disso, nota-se que após a integração do vírus, há um aumento de 

expressão dos genes virais E6 e E7, e perda da expressão de genes como E1, E2, L1 e L2 

(envolvidos na replicação e formação do capsídeo) (Figura 3).32, 33, 35 

 

 

 
 Figura 3: Infecção das células epiteliais pelo HPV.115 
       

 

A mais importante interação da oncoproteina viral E6, envolve a inativação da 

proteina supressora tumoral p53, inibindo a apoptose. Enquanto a oncoproteina E7 do HPV, 

inativa o produto do gene supressor tumoral do retinoblastoma (pRb), liberando os fatores de 

transcrição E2F que participam da síntese de DNA na célula do hospedeiro; além de interagir 
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com vários fatores que regulam a proliferação celular (p21, p27, p107, p130, p600, ciclinas e 

kinases dependentes de ciclinas) (Figura 4).32, 35 

Embora, apenas essas alterações na expressão das oncoproteinas virais (E6 e E7) não 

sejam suficientes para formação do fenótipo maligno, elas parecem contribuir com a 

instabilidade genômica, facilitando o acúmulo de mutações adicionais.35 

 

!

HPV AND CANCER

Fig 3. HPV oncoproteins and their effects on the cell-cycle machinery.

putative calcium-binding protein, ERC-5522 as well as the
cytoskeletal protein, paxillin.2 3 The biologic relevance of
these interactions remains to be elucidated.

The E7 oncoprotein is approximately a 100 amino acid
protein with an amino-terminal domain that has functional
and sequence similarity to adenovirus E1A and SV40 large T
antigen.2 4' 25 This protein also possesses a carboxy-terminal
domain that contains a zinc-binding motif similar to those of
the E6 oncoproteins. 2 6 The high-risk E7 proteins are able to
form complexes with several host cellular proteins, includ-
ing the retinoblastoma tumor-suppressor gene product (pRb)
and other pocket proteins in a manner similar to Ad E1A
proteins and polyomavirus large tumor antigens.27 -31 These
complexes with E7 lead to functional inactivation of pRb
and related proteins. In its hypophosphorylated form, the
retinoblastoma protein is able to form complexes with the
transcription factor E2F and inhibits its ability to transacti-
vate genes. HPV 16 E7 has been shown to disrupt the
function of pRB in inhibiting E2F transcription factor

complexes. This disruption results in release of transcription-
ally active E2F, which is able to induce transcription of
growth-related proteins. The selectivity for high-risk HPVs
in this interaction with pRb and abrogation of E2F functions
relates to the ability of high-risk HPV E7 proteins to bind to
pRb with much greater efficiency than low-risk E7.

Although the other viral oncoproteins with structural and
functional similarities to high-risk HPV E7 are able to
functionally inactivate pRb and related pocket proteins, only
E7 has been shown to activate the degradation of pRb and
related proteins. Recently, it has been shown that sequences
in addition to the core pRb binding site of E7 are required for
pRb degradation and that the ability of E7 to destabilize pRb
correlates with its ability to transform cells.32

More recently, the high-risk HPV E7 protein has been
found to directly interfere with key regulatory proteins of the
cell-cycle machinery. Specifically, high-risk HPV E7 is able
to upregulate the G1-S cyclins, cyclin A and cyclin E, and
activate cdk2 kinase activity. In addition, E7 can bind and
inactivate the CKIs p21 and p27.33-35 Cyclin/cdk complexes
have been implicated in controlling the phosphorylation
events of the retinoblastoma gene product (pRb) and its
subsequent regulation of cell growth via the E2F transcrip-
tion factor. 36 -38 This cellular growth-control function seems
to be critical in maintaining the normal G1-S phase transi-
tions that insure replication of intact cellular DNA and
cell-cycle progression. Indeed, the G1-S transition check-
point seems is abrogated on some level in virtually all
tumors examined. Not surprisingly, the papillomaviruses,
through the functions of the E7 oncoprotein, have evolved
multiple ways of bypassing this G1-S transition checkpoint
either through inactivation of pRb, upregulation of cyclins,
or inactivation of CKIs. Additionally, it has been shown that
DNA damage induced by actinomycin D can lead to
cell-cycle checkpoint control in G1 via the p53 tumor-
suppressor gene product; however, this G1 growth arrest is
abrogated in keratinocytes that express HPV 16 E739 and in
Rb-negative embryonic fibroblasts that express HPV 16
E7.40 These data imply that the E7 oncoprotein also is able to
abrogate p53 functions in certain settings. It is possible that
this abrogation is mediated downstream of p53 through E7
interaction with the CKI p21, a gene that is transactivated by
p53.4,35

IMMUNOLOGIC RESPONSES TO HPV INFECTION
With advances in recombinant DNA technology, sero-

logic assays for HPV E and L proteins have been developed.
Specifically, overexpression of viral L proteins allows for
formation of viral capsids as virus-like particles (VLPs) that
have been used to measure serum antibody responses to

333
DNA 

danificado 

Diferenciação, 
fatores inibitórios 

Outros alvos 

 
 Figura 4: Oncoproteínas do HPV e seus efeitos no maquinário do ciclo celular.35 

        

Considerado o mais importante fator de risco para o CCU, apenas a  presença do HPV 

não é suficiente, sendo necessário outros co-fatores como: tempo prolongado de infecção, 

variante de alto risco, carga viral alta, imunossupressão, deficiências imunológicas, tabagismo 

e doenças sexualmente transmissíveis associadas.116 

 

 

1.5 ASSOCIÇÃO DO HPV COM O CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS DE 

ESÔFAGO 
 

Sugerido inicialmente em 1982 por Syrjänen et al., só nas últimas duas décadas tem-

se discutido o papel do HPV no desenvolvimento do CCEE.117, 118 Acevedo-Nuno et al. 
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relataram taxas superiores de infecção por HPV em amostras de esôfago de Barret quando 

comparadas à esofagite (96% versus 26%), e taxas inferiores em amostras de neoplasias 

avançadas (88%). De acordo com esses dados, o HPV participaria na carcinogênese quando 

as células apresentassem diferenciação próxima do normal, possibilitando a replicação viral. 

Entretanto, quando essas células adquirissem um fenótipo maligno, o micro-ambiente torna-

se-ia hostil para a replicação do HPV.119 

Como citado anteriormente, outras neoplasias, além do CCU, tiveram a associação 

com infecção por HPV estabelecida, como cânceres do ânus, do pênis, da vagina, da vulva e 

da orofaringe.120 Freddy Sitas et al. estudaram a relação da soro-positividade para Anti-HPV 

16 IgG (Ac) e câncer de colo de útero, anogenital, orofaringe, próstata e esôfago em pacientes 

negros da África do Sul, encontrando uma significativa associação com CCEE (OR para 

níveis médios de Ac= 1,3; e para altos níveis de Ac=1,6; p=0,002).121 No entanto, apesar do 

epitélio do esôfago ser identificado como um dos sítios susceptíveis à infecção por esse vírus, 

o seu envolvimento na carcinogênese do CCEE ainda não está totalmente esclarecido. A 

incidência de infecção por HPV em pacientes com CCEE varia entre áreas de baixa e alta 

incidência para esta neoplasia, havendo uma grande variabilidade entre os métodos 

empregados nos diferentes estudos que procuraram identificar a infecção pelo HPV 

relacionada com o câncer esofágico.10, 122 

Em 2002, Syrjänen publicou uma revisão dos estudos realizados de 1982 a 2001, 

investigando a associação do HPV com tumores de células escamosas benignos e malignos 

no esôfago. A associação com lesões benignas foi de 21,3% em 29 estudos que utilizaram 

diferentes técnicas de detecção do HPV, em um total de 239 papilomas de células escamosas 

de esôfago. Em relação a associação com CCEE, 1.485 casos haviam sido analisados por 

hibridização in situ, onde 22,9% foram positivos para HPV, e 2.020 casos por reação em 

cadeia da DNA-polimerase (PCR), com 15,2% de positividade.123 

No estado do Rio Grande do Sul, foram realizados dois estudos relacionados à 

associação do HPV com CCEE, com resultados distintos, provavelmente atribuídos às 

diferentes técnicas utilizadas para detecção do HPV. O primeiro foi publicado em 2003 por 

Weston e Prolla, que utilizaram a técnica de Captura Híbrida II (CHII) em 40 pacientes com 

CCEE, e identificaram uma frequência de 2,5% de HPV nos indivíduos com CCEE, e 10% 

no grupo controle, constituído de indivíduos com mucosa esofágica normal ao exame 

endoscópico do trato digestivo superior.124 O segundo estudo, realizado por Damin et al. em 

2006, utilizou auto-nested PCR e encontrou 15,75% de DNA HPV em 165 biópsias de 
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CCEE, e ocorrência nula nas amostras do grupo controle que foi constituído por 26 pacientes 

com sintomas dispépticos que apresentaram mucosa normal ao exame endoscópico.125 

 

 

1.6 MÉTODOS UTILIZADO PARA DETECÇÃO DO HPV NO CCEE 
 

  Em 1982, Syrjänen encontrou alterações epiteliais, similares àquelas encontradas em 

lesões condilomatosas, no estudo histológico de biópsias de CCEE, sugerindo o 

envolvimento do HPV. Posteriormente outros métodos foram utilizados para investigar essa 

associação tais como: a imuno-histoquimica (IHQ), a hibridização in situ com filtro (FISH), a 

hibridização “Dot blot”, a hibridização “Southern blot”; que apresentam menor acurácia e 

foram substituidos por técnicas de PCR.123, 126-133 

  Foram revisados estudos publicados até fevereiro de 2012, que utilizaram PCR para 

identificação do DNA do HPV em pacientes com CCEE em diferentes regiões geográficas. 

No total, estes estudos abordaram 5.457 pacientes com CCEE, dos quais 1.391 foram 

positivos (25,49%) para o DNA do HPV. Os resultados entre os estudos mostraram uma 

variação da prevalência do DNA do HPV de 0 a 80%, e foi observada, na maioria das 

publicações, relação paralela da prevalência do HPV com a variação encontrada de CCEE em 

áreas de alto e baixo risco. 122, 123, 125, 134-161 

  Soderlund-Strand et al. compararam o teste de Captura Híbrida II com a PCR para 

detecção de HPV no câncer de colo de útero, encontrando sensibilidades semelhantes nesta 

neoplasia. Enquanto o teste da Captura Híbrida II é uma técnica biomolecular com 

capacidade de detectar 5.000 cópias/mL; as técnicas com PCR permitem a amplificação de 

pequenas porções do DNA do HPV, possibilitando, deste modo, testar amostras com menor 

número de células, poucas cópias virais ou DNA de qualidade inferior. Estas características 

tornam a técnica de PCR, embora mais cara, indicada para estudos epidemiológicos, 

especialmente em situações como aquelas relacionadas à associação do HPV e carcinoma de 

células escamosas do trato aerodigestivo superior (CTADS), onde a carga viral é 

comparativamente menor do que a observada no CCU.125, 162 

  Em função do grande polimorfismo genético do HPV, opta-se por utilizar as técnicas 

de PCR com primers de consenso (MY09/MY11, GP5/GP6 ou SPF 10) que permitem a 

detecção da maioria dos genótipos conhecidos do vírus, e na sequência são utilizados primers 

específicos ou sequenciamento genético para detectar os tipos de HPV de alto risco que 
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interessam na pesquisa.162 Variações de técnicas de PCR como nested ou auto-nested, 

permitem a detecção de 50 cópias/uL, enquanto técnicas convencionais detectam 1.700 

cόpias/uL, elevando a sensibilidade de 2,8% para 65,1%, na dependência dos primers 

utilizados, e mais recentemente foi introduzida a técnica do PCR em tempo real que permite 

identificar cargas virais inferiores a 50 cópias.125, 146, 163, 164 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Diversos estudos epidemiológicos sobre a associação de HPV e CCEE têm sido 

realizados em regiões de alta incidência para esta neoplasia, como China, Irã, Colômbia e 

Chile. No Rio Grande do Sul, onde encontram-se taxas elevadas de CCEE, foram realizados 

somente dois estudos com o objetivo de investigar a associação desta neoplasia com o HPV, 

cujos resultados foram conflitantes, além disso, esses estudos utilizaram técnicas distintas, 

PCR e CHII, havendo a possibilidade dos resultados negativos obtidos com o emprego da 

última serem explicados por sua menor acurácia. 

Como a associação do HPV com o CCEE apresenta dados contraditórios, este estudo 

se propõe não só a estudar a prevalência do HPV nos indivíduos com CCEE mas também na 

mucosa esofágica daqueles indivíduos sob alto risco para CCEE devido ao campo 

carcinogênico alterado - indivíduos com CCECP. Adicionalmente, como a infecção pelo 

HPV é fator de risco para o desenvolvimento de CCECP, nós analisamos a presença do vírus 

também no tumor primário destes pacientes, considerando a possibilidade do HPV 

comportar-se como a causa de um tumor multicêntrico ou uma variável confundidora.  

 Portanto, além da meta de estudar a possível associação do HPV com CCEE e 

caracterizar mais um fator de risco para essa neoplasia, este estudo permitirá uma 

investigação da associação do HPV com as lesões precursoras do CCEE o que poderá abrir 

mais uma possibilidade de prevenção desta neoplasia e entendimento da sua carcinogênese. 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

  Investigar a prevalência da infecção por HPV na lesão primária e na mucosa esofágica 

de pacientes com CTADS e comparar esta prevalência com a infecção em indivíduos sem 

fatores de risco para CTADS. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

(1) Investigar a presença do HPV na lesão tumoral e na mucosa esofágica distante do tumor 

em pacientes com CCEE. 

(2) Investigar a presença do HPV na lesão tumoral de pacientes com CCECP. 

(3) Investigar a presença de HPV na mucosa esofágica de indivíduos com CCECP. 

(4) Investigar a  infecção por HPV nas lesões precursoras do CCEE. 

(5) Investigar a presença de HPV na mucosa esofágica de indivíduos sem fatores de risco 

para CCEE (não tabagistas e não alcoolistas) e com esôfago normal à EDA. 

(6) Comparar a prevalência de HPV nos indivíduos com CCEE, com a prevalência em 

indivíduos com CCECP, e com a prevalência em indivíduos com mucosa esofágica normal e 

sem fatores de risco para CCEE. 
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4 PACIENTES E MÉTODOS 

 

4.1 DELINEAMENTO 

 

 Para este estudo foi planejado um delineamento transversal, onde o fator de estudo foi 

o diagnóstico histológico e o desfecho, a presença ou a ausência da infecção pelo HPV. 

  Questão da Pesquisa: Existe associação do HPV com o CCEE e suas lesões 

precursoras? 

  Hipótese: O HPV está presente na mucosa esofágica dos pacientes com CCEE e nas 

lesões precursoras do CCEE nos pacientes com CCECP. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

 

 A amostra foi constituída por biópsias de pacientes maiores de 18 anos, com 

diagnóstico histológico de CCEE e CCECP e pacientes com mucosa esofágica normal e sem 

fatores de risco (não tabagistas e não alcoolistas) para CTADS submetidos à EDA no Serviço 

de Gastroenterologia do Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM), durante o período de 

2008 a 2011. Além de amostras de mucosa esofágica de pacientes submetidos à 

esofagectomia para CCEE no HUSM, neste mesmo período. 

 

4.3 PROCESSO DE AMOSTRAGEM 

 

 Foram incluídas biópsias dos pacientes que preencheram os critérios de inclusão e 

concordaram em participar do estudo, e amostras de pacientes com diagnóstico de CCEE, 

provenientes de esofagectomias; divididos em três grupos: 

 

 GRUPO 1 - Pacientes com CCEE  

Pacientes com diagnóstico endoscópico de neoplasia esofágica com confirmação 

histológica de carcinoma de células escamosas, e peças de esofagectomias armazenadas no 

Serviço de Patologia do HUSM.  
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GRUPO 2 - Pacientes com CCECP 

Pacientes com diagnóstico prévio de carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço provenientes do Serviço de Hemato-Oncologia e submetidos à EDA no Serviço de 

Gastroenterologia do HUSM. 

  

 GRUPO 3 - Pacientes sem fatores de risco para CCEE 

Adultos sem fatores de risco para CCEE submetidos à EDA para esclarecimento de 

queixas dispépticas e que apresentaram mucosa esofágica normal ao exame endoscópico. 

Estes pacientes foram oriundos dos Serviços de Gastroenterologia de Santa Maria. 

a) Idade superior a 18 anos. 

b) Indivíduos sem história de tabagismo ou que tenham deixado de fumar há mais 

de 10 anos. 

c) Indivíduos sem história de consumo regular de álcool ou em abstinência há 

mais de 10 anos, e com consumo estimado menor que 20g álcool/semana. 

d) Ausência de neoplasias malignas de qualquer sítio (exceto câncer de pele do 

tipo não-melanoma) atuais ou com término do tratamento há menos de 1 ano. 

 

4.4 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

 

1) Pacientes com diagnóstico recente de neoplasia de qualquer natureza (exceto 

câncer de pele do tipo não-melanoma), em tratamento ou com término do 

tratamento há menos de 1 ano. 

2) Pacientes com imunossupressão primária ou adquirida, incluindo aqueles em 

uso de imunossupressores. 

3) Pacientes com alergia a iodo. 

4) Biópsias com material insuficiente ou inadequado para o estudo histológico ou 

para realização de PCR. 

 

4.5 MÉTODOS 

 

4.5.1 Obtenção do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  
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 Quando identificados pacientes elegíveis para a pesquisa no ambulatório do Serviço de 

Gastroenterologia, após esclarecimentos sobre os objetivos da pesquisa e obtenção do TCLE 

por escrito, os mesmos responderam ao questionário (Apêndice 1) para obtenção de dados 

demográficos e clínicos para identificação de possíveis fatores de risco. Nos casos em que 

foram utilizadas amostras de peças de esofagectomia, esses dados foram obtidos a partir dos 

registros no prontuário do paciente (Grupo 1). 

 

4.5.2 Procedimentos Endoscópicos 

 

A endoscopia foi realizada com o paciente em jejum de 10-12h, em ambiente 

hospitalar, após anestesia local da faringe com lidocaína spray 10% e sedação com midazolam 

endovenoso associado ou não à petidina. 

Sempre que possível foi realizado estudo endoscópico completo do esôfago, estômago 

e duodeno, com as biópsias convencionais dentro do protocolo assistencial das lesões 

identificadas. Após a conclusão do exame endoscópico, no GRUPO 2, foi aplicado 

aproximadamente 20 ml de solução de Lugol a 2% na mucosa esofágica de todos os pacientes 

e realizadas as biópsias referentes ao protocolo de pesquisa. 

 No GRUPO 1 (CCEE), foram analisadas também, amostras de esofagectomias 

emblocadas em parafina, da neoplasia e da margem proximal do esôfago.   

 No GRUPO 2 (CCECP), foram realizadas biópsias esofágicas de áreas não coradas 

pela solução de Lugol, com diâmetro maior que 5 mm, e de outra área corada no esôfago 

médio. Pacientes com coloração uniforme do esôfago ou que apresentaram áreas não coradas 

menores que 5 mm, foram submetidos à biópsia do esôfago médio entre 25 e 30 cm da arcada 

dentária superior. Destes pacientes foram também obtidas biópsias do tumor primário. 

 Nos pacientes do GRUPO 3, foram biopsiadas áreas do esôfago médio entre 25 e 30 

cm da arcada dentária superior. 

 Todos os fragmentos foram fixados em formalina e armazenados em blocos de 

parafina. 
 

4.5.3 Análise do material: 

 

4.5.3.1 Análise histológica:  
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 As lâminas foram coradas pelo método da Hematoxilina/Eosina e analisadas por dois 

patologistas independentes. Os resultados finais foram classificados nas seguintes categorias: 

a) Mucosa normal. 

b) Esofagite - presença de infiltrado linfoplasmocitário no epitélio e/ou na lâmina própria 

da mucosa, associado com elevação na altura das papilas (>67%) e espessamento da 

camada basal do epitélio (>15%). As esofagites são classificadas como leves, 

moderadas e acentuadas, de acordo com o grau de infiltrado linfoplasmocitário 

encontrado no epitélio e/ou na lâmina própria. 

c) Displasia - presença de células com núcleos hipercromáticos e aumentados em volume 

em relação ao restante da célula. As displasias em grau mais leve estariam restritas à 

camada basal do epitélio e as mais acentuadas estender-se-iam por toda a espessura do 

epitélio, com presença freqüente de mitoses, havendo preservação da lâmina própria. 

Procurando minimizar a variabilidade inter e intra-observadores, as displasias são 

graduadas em baixo e alto grau. As displasias leves são classificadas como displasias 

de baixo grau e as displasias moderadas e acentuadas, como displasias de alto grau. 

d) Carcinoma - presença de células com acentuado pleomorfismo, com núcleos 

volumosos, ocupando a maior parte da célula com contornos irregulares e 

hipercromasia. Presença freqüente de mitoses e invasão através da lâmina própria. 

Quando limitados à camada epitelial, sem ultrapassar a camada basal serão 

classificados como carcinoma in situ. Serão categorizados em relação ao grau 

histológico em: bem-diferenciado, moderadamente diferenciado, pobremente 

diferenciado, indiferenciado e não-definido. 

 

4.5.3.2 Diagnóstico molecular da infecção por HPV 

  

4.5.3.2.1 Extração do DNA 

 

 O material encaminhado para avaliação por PCR foram amostras de esofagectomias, 

biópsias esofágicas e biópsias dos CCECPs, emblocadas em parafina. Do tecido fixado em 

formalina e parafinado foram obtidos, com o emprego de micrótomo histológico, cortes de 5 

µm de espessura, respeitando-se o protocolo para controle de contaminação cruzada. Os 
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cortes passaram pelo processo de desparafinação antes da extração do DNA. Foi realizada 

extração de DNA usando o QIAamp DNA Mini Kit (50) Cat # 51304 (Qiagen), de acordo 

com as instruções do fabricante. A quantificação do DNA e a análise de sua pureza foram 

determinadas por densidade óptica em espectofotômetro NanoDrop 2000 (ThermoScientific). 

 A integridade do DNA das amostras foi verificada pela amplificação dos genes 

conservados humanos GAPDH, β-globina e G3PDH. 

 Em função do risco de contaminação cruzada entre as amostras e, consequentemente, 

resultados falso positivos, foram respeitadas rigorosamente recomendações como:  

a) áreas físicas de pré-PCR e pós-PCR separadas e com fluxo único de material; 

b) material utilizado no processamento da amostra armazenada em bloco de parafina é 

totalmente descartável e de uso único por amostra; 

c) todas as reações de PCR incluíam uma reação em branco que continha todos os 

reagentes, exceto o DNA; 

d) todos os exames de PCR continham um controle negativo e um controle positivo; 

e) todo acesso entre salas é feito por ante-câmaras; 

f) na sala de pós-PCR todas as reações foram preparadas em uma cabine de fluxo 

laminar com luz ultra-violeta; 

g) semanalmente, amostras foram selecionadas e re-testadas para avaliar a qualidade do 

processo. 

 

4.5.3.2.2 Amplificação do DNA 

 

 Foram utilizados os primers de consenso, MY09/MY11 e GP5/GP6, em uma nested 

PCR, para a amplificação do gene L1, com intenção de examinar a presença de DNA de HPV 

sp nas amostras parafinadas. O sistema MY09/MY11 amplifica 450 pb e apresenta maior 

sensibilidade para alguns tipos específicos de HPV.165, 166 Já o par de primers GP5/GP6 

amplifica em torno de 150 pb, ou seja, fragmentos mais curtos de DNA do HPV, aumentando 

a sensibilidade da PCR em amostras de DNA degradado pelo processo de fixação com formol 

e pelo armazenamento em parafina. A técnica de nested PCR consiste na realização da PCR 

em duas etapas, onde o produto da amplificação da primeira etapa é usado na segunda. Assim, 

os oligonucleotídeos utilizados na segunda etapa apresentam menor chance de anelamento 

com sequências inespecíficas em função da redução do tamanho do molde. As sequências 

utilizadas para os primers foram: MY09/11 – CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC / GCM 
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CAG GGW CAT AAY AAT GG e GP5/6 – TTT GTT ACT GTG GTA GAT AC / ACT 

AAA TGT CAA ATA AAA AG.167 

 A mistura prévia da primeira etapa da PCR foi composta por 32,9 uL de H2O Milli-Q, 

5,0 uL de 10 x PCR Rxn Buffer, 5,0 uL de dNTP (2,5 mM), 1,2 uL de MgCl2 (50 mM), 0,2 

uL do primer MY09 (500 pmol/uL) e 0,2uL do primer MY11 (500 pmol/uL), com um volume 

final de 44,5 uL. A mistura para a segunda reação foi composta por 31,3 uL de H2O de 

injeção, 5,0 uL de 10 x PCR Rxn Buffer, 5,0 uL de dNTP (2,5mM), 1,2 uL de MgCl2 (50 

mM), 1,0 uL do primer GP5 (500 pmol/uL) e 1,0 uL do primer GP6 (500 pmol/uL), com um 

volume final de 46,1 uL. Todas as amostras, de todos os pacientes, foram usadas em 

duplicata. O volume de mistura prévia foi calculado de acordo com o número de amostras que 

seriam testadas, com quatro reações a mais, uma para o controle positivo (amostra positiva 

para HPV), duas para os controles negativos (amostra negativa para HPV- Human Genomic 

DNA, Cat. no. G304A, Promega, Madison, WI, USA - e mistura contendo todos os reagentes 

da PCR com exceção do DNA), além de outra reação como sobra. À mistura prévia da 

primeira etapa foi adicionado 0,5 uL de Taq DNA Polymerase e 5,0 uL de DNA, sendo que a 

concentração do DNA usada variou de 25 a 80 ng/uL. 

 A mistura da PCR foi submetida, na primeira etapa da nested PCR, a 40 ciclos de 

amplificação, que consistiram em uma fase inicial de desnaturação à 94C° por 30 segundos, 

anelamento à 56C° por 1 minuto e prolongamento por 1 minuto à 72C°. Após a transferência 

de 5uL do produto da primeira etapa de amplificação, procedeu-se a segunda etapa com o 

mesmo perfil de temperaturas no termociclador. Os produtos da PCR foram detectados por 

eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio e visualizados por 

transiluminador ultravioleta (UV), onde seria verificada a amplificação do DNA pela 

existência de banda única de 452 pb na primeira etapa e 150 pb na segunda etapa da PCR. 

Com capacidade de detectar em torno de, no mínimo, 1 a 10 cópias de DNA de genoma do 

HPV-16. 
 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

4.6.1 Cálculo do tamanho da amostra 

 

 Considerando a metanálise realizada por Syrjänen et al. em 2002123, e o estudo 

realizado por Kreimer et al. em 200525, que encontraram respectivamente, prevalências de 
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HPV em 15,2% das amostras de CCEE, e 25,9% em CCECP analisadas por PCR; estimamos 

o tamanho da amostra para os três grupos, com um α de 0,05 e um poder de 80% para 

identificar 15% de diferença mínima entre prevalências nos grupos 1 e 3, e de 25,9% nos 

grupos 2 e 3, em: 

          a) Biópsias de CCEE (GRUPO 1): 51 

          b) Biópsias de CCECP (GRUPO 2): 26 

          c) Biópsias esofágicas de pacientes sem fatores de risco para CTADS (GRUPO 3): 51 

 Para este cálculo foi utilizado o programa Compare2 versão 1.80. 

 
4.6.2 Análise estatística dos resultados 

 

 A análise estatística dos dados obtidos foi efetuada através do software SPSS 11 

(Statistical Package for the Social Sciences). As variáveis quantitativas (idade e concentração 

de DNA) foram descritas através de média e DP; e as qualitativas (sexo, condição tabágica e 

alcoólica, diagnóstico histológico, grau histológico, localização do CCEE e do CCECP) em 

percentuais. A unidade de pesquisa considerada foi a amostra de tecido obtida de biópsia 

endoscópica ou de peça de esofagectomia dos pacientes. As variáveis em estudo foram: o 

diagnóstico histológico - mucosa normal, esofagite, displasia de baixo grau, displasia de alto 

grau/carcinoma in situ, carcinoma - e a identificação do HPV na PCR.  Foi planejada a 

utilização dos testes do qui-quadrado ou exato de Fisher, quando adequado, para analisar a 

associação entre a infecção por HPV e os achados histológicos. Projetou-se calcular a razão 

de chances para estimar o risco da ocorrência da infecção pelo HPV em relação ao 

diagnóstico histológico. Foi estabelecido p≤0,05 para considerar os resultados significativos. 

 

4.7 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

 Os pacientes com suspeita de CCEE foram submetidos à EDA e à biópsia da lesão 

esofágica como rotina de sua investigação. Os pacientes com CCECP apresentavam indicação 

formal de endoscopia devido ao maior risco de desenvolverem CE sincrônico, e a EDA com 

cromoendoscopia com Lugol é procedimento indicado para a identificação de lesões 

precursoras ou carcinoma precoce multifocal. Portanto para os pacientes dos GRUPOS 1 e 2 

não existiu acréscimo de risco com a pesquisa proposta e no GRUPO 2 houve benefício com a 

probabilidade de diagnóstico precoce de lesões assintomáticas, o que ocorreu em um caso.  
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 Os pacientes do GRUPO 3 foram submetidos à EDA para esclarecimento de seus 

sintomas dispépticos. Para estes pacientes foi solicitado consentimento para realização de 

biópsias esofágicas.   

 De acordo com as normas para pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de 

Pesquisa, os procedimentos, endoscopia digestiva alta e biópsia de mucosa esofágica, são 

consideradas como sendo de risco mínimo para o paciente, e estes procedimentos foram 

realizados em ambiente cirúrgico ambulatorial com as devidas condições de sedação, 

recuperação e atendimento de possíveis intercorrências. Os exames endoscópicos foram 

realizados por médicos endoscopistas do HUSM com comprovada experiência no método. 

 Os pacientes foram informados dos objetivos da pesquisa, e dos procedimentos a que 

seriam submetidos e foi obtido o consentimento livre esclarecido. Foi respeitada a recusa do 

paciente, não sendo omitido para o mesmo, no âmbito assistencial, qualquer procedimento 

diagnóstico ou terapêutico necessário. 

 Os dados foram analisados de forma agregada, com informações pessoais mantidas em 

sigilo, e os pesquisadores se comprometeram através do Termo de Confidencialidade. 

 

4.8 LOGÍSTICA 

 

 Após a revisão da literatura, cálculo do tamanho da amostra e aprovação do projeto 

pelos comitês de ética da UFSM e da UFRGS, foi realizado o treinamento das pessoas 

envolvidas nesta pesquisa. 

 Entre os pacientes previamente agendados para realização de EDA no ambulatório de 

gastroenterologia, foram identificados indivíduos que poderiam preencher os critérios de 

inclusão no estudo (Apêndice C). Após os pacientes receberem as informações e 

esclarecimentos referentes à pesquisa, foram aplicados o TCLE e o questionário (dados 

demográficos, hábitos e história patológica pregressa). Mediante o aceite do paciente em 

participar do estudo, e não havendo nenhum critério de exclusão, o endoscopista, identificava 

durante a EDA o grupo a que o paciente seria incluído. Foram então realizadas a aplicação de 

Lugol quando indicado (grupo 2) e as biópsias necessárias para cada grupo de pacientes. As 

biópsias foram encaminhadas para o serviço de patologia do HUSM para realização do exame 

histopatológico pelo patologista. 

 No grupo 1 foram também incluídas amostras de esofagectomia de pacientes com 

diagnóstico de CCEE, identificados através do registro do Serviço de Patologia do HUSM. 
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Após a revisão dos registros médicos de cada um destes pacientes, foram selecionados apenas 

aqueles com as informações necessárias para a posterior análise e cujas amostras do tumor e 

da mucosa esofágica normal foram localizadas no arquivo do Serviço de Patologia. 

 Todas as amostras armazenadas em blocos de parafina foram encaminhadas para o 

Laboratório Progenetica no Rio de Janeiro, onde acompanhamos todas as etapas da análise 

com PCR. Inicialmente cada amostra foi revisada por um segundo patologista que, após 

confirmação do diagnóstico, localizou áreas de tecido não-necrótico para extração do DNA. 

Então, um novo corte foi realizado no bloco e encaminhado para a área de extração do DNA, 

onde foi também realizada a sua quantificação. Desta área, a amostra foi encaminhada para 

área própria para a realização da PCR, por biólogo experiente. O produto da PCR foi então 

submetido à leitura da amplificação através de eletroforese em gel de agarose, em área física 

específica no laboratório.   

 Foi realizada a análise estatística dos dados obtidos através dos questionários ou 

registros médicos de cada paciente, dos resultados dos exames histopatológicos e das PCRs. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 PACIENTES – CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS, CLÍNICAS E 

IDENTIFICAÇÃO DO GRUPO 

 

Foram incluídos neste estudo 125 indivíduos distribuídos nos três grupos da seguinte 

forma: 51 pacientes no grupo 1 (CCEE), 37 pacientes no grupo 2 (CCECP) e 37 pacientes no 

grupo 3 (não tabagistas e não alcoolistas). Apenas 2 indivíduos não foram incluídos, um 

paciente HIV positivo no grupo 1, e um indivíduo que se recusou a participar e que seria 

alocado no grupo 3. 

As médias das idades nos três grupos foram semelhantes: 60,06 ± 10,29 anos para o 

grupo 1, 57,76 ± 8,36 anos no grupo 2 e 56,76 ±17,72 anos no grupo 3.  

Em relação ao sexo, os pacientes com CCEE e CCECP foram predominantemente 

homens (84,3% e 91,9%, respectivamente). Enquanto que no grupo 3, houve uma 

predominância de mulheres (67,6% mulheres e 32,4% de homens). 

No grupo do CCEE, 33 pacientes eram tabagistas ativos, 9 haviam parado de fumar há 

menos de 10 anos, 5 há mais de 10 anos e 4 nunca haviam fumado. Entre os pacientes com 

CCECP todos fumaram em alguma época da vida, 25 eram tabagistas ativos, 10 pararam de 

fumar há menos de 10 anos, 2 pararam há mais de 10 anos (Tabela 1). 

Alcoolismo ativo, definido como consumo diário de 40 gramas de etanol por mais de 5 

anos, foi observado em 19 pacientes com CCEE, enquanto 8 pacientes estavam em 

abstinência há menos de 10 anos, 8 há mais de 10 anos e 16 não consumiam bebidas 

alcoólicas regularmente. No grupo do CCECP, 21 pacientes eram alcoolistas, 10 estavam em 

abstinência há menos de 10 anos, 2 há mais de 10 anos e 4 não consumiam alcool ou o faziam 

esporadicamente.  

No grupo do CCEE, 3 pacientes apenas não foram nem tabagistas e nem alcoolistas 

durante a vida, por outro lado, 48 pacientes foram expostos a pelo menos um destes fatores de 

risco em algum momento. Tabagismo e etilismo ativos e concomitantes foram observados em 

18 pacientes deste grupo. 

No grupo do CCECP, tabagismo e etilismo ativo concomitante foi observado em 18 

pacientes, e todos os 37 pacientes foram expostos a pelo menos um destes fatores de risco 

durante a vida. 

De acordo com os critérios de inclusão do estudo, nenhum dos pacientes do grupo 3  



 

 39 

eram tabagistas ou consumiam bebidas alcoólicas de forma regular. 

 

Tabela 1. Características clínicas e demográficas e fatores de risco dos pacientes 

 
 

CCEE 
n=51 (%) 

CCECP  
n= 37(%) 

Não  
expostos 
n=37(%) 

Idade    
    Variação 42-79 41-78 19-87 
    Média 60,06 57,76 56,76 
Sexo    
    Masculino 43 (84,31) 34 (91,89) 12 (32,43) 
    Feminino    8 (15,68) 3 (8,10) 25 (67,56) 
Tabagismo    
    Corrente 33 (64,70) 25 (67,56) - 
    Ex-tabagistas    
    Tempo desde término (anos)    

<10 9 (17,64) 10 (27,02) - 
>10 5 (9,80) 2 (5,40) 10 (27,02) 

     Nunca fumaram 4 (7,84) 0 (0) 27 (72,97) 
Alcoolismo    
     Corrente 19 (37,25) 21 (56,75) - 
     Alcoolistas em abstinência    
     Tempo de abstinência (anos)    

<10 8 (15,68) 10 (27,02) - 
>10 8 (15,68) 2 (5,40) 2 (5,40) 

     Nunca foram alcoolistas 16 (31,37) 4 ( 10,81) 35 (94,59) 
Tabagistas e alcoolistas ativos  18 (35,29) 18 (48,64) - 
Nunca fumaram e beberam 3 (5,88) 0 (0) 26 (70,27) 
     

CCEE: carcinoma de células escamosas de esôfago; CCECP: carcinoma de células   
escamosas de cabeça e pescoço 

 

5.2 ACHADOS ENDOSCÓPICOS E HISTOPATOLÓGICOS 

 

 No grupo 1, foram analisadas 51 amostras de CCEE e 51 amostras de mucosa 

esofágica normal e distante do tumor. No grupo 2, dos 37 pacientes foram analisadas 35 

amostras do tumor primário armazenadas em parafina, com duas perdas por material 

insuficiente. Foram estudadas 37 biópsias de áreas coradas do esôfago médio, porém 5 foram 

excluídas por apresentarem material insuficiente para análise histológica, resultando em 32 

amostras. Dos 37 pacientes deste grupo, 17 apresentavam áreas descoradas pela Solução de 

Lugol, resultando em mais 17 biópsias. Um paciente com CCECP apresentava CCEE 
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sincrônico, sendo que neste, além da amostra do tumor primário de cabeça e pescoço e das 

áreas corada e descorada, havia mais a amostra do CCEE. E finalmente, no grupo 3, foram 

realizadas 37 biópsias do esôfago médio. Portanto, foram realizados 224 exames histo-

patológicos com as lâminas analisadas por dois patologistas independentes. 

No grupo 1, os 51 pacientes apresentavam CCEE na amostra tumoral, sendo 4 do tipo 

basalóide, 1 caso de carcinoma superficial restrito a submucosa e 1 caso de carcinoma in situ. 

Quanto ao grau de diferenciação dos CCEE (51 casos do grupo 1 e 1 caso do grupo 2), 12 

eram bem diferenciados (23,07%), 27 eram moderadamente diferenciados (51,92%), 7 eram 

pobremente diferenciados (13,46%), 4 eram basalóides (7,69%) e 2 não foram classificados 

(3,84%). Todas as amostras de mucosa esofágica distante do tumor não apresentavam 

neoplasia. Quanto a localização do tumor, 35 eram no esôfago inferior (67,30%), 15 no 

esôfago médio (28,84 %) e apenas 2 no esôfago superior (3,84%).  

No grupo 2, os 37 pacientes apresentavam diagnóstico de CCECP, distribuído nos 

seguintes subsítios: 15 de orofaringe (40,54%), 10 de laringe (27,02%), 9 de cavidade oral 

(24,32%) e 3 com sítio primário indeterminado (8,10%). Os 37 pacientes foram submetidos a 

EDA e aplicação de Solução de Lugol. Na tabela 2 estão apresentados a localização e a 

diferenciação histológica observada nos grupos de pacientes com neoplasia. Foram realizadas 

55 biópsias da mucosa esofágica no Grupo 2, 20 pacientes apresentaram mucosa esofágica 

uniformemente corada pelo lugol, e 17 pacientes apresentaram pelo menos 1 área descorada 

maior que 5 mm. Destes últimos foram biopsiadas além de uma área descorada, outra área 

corada, sendo possível análise histológica  da área corada em apenas 13 destes pacientes, pois 

4 biópsias apresentaram material insuficiente. Vinte e sete amostras de áreas coradas 

apresentaram mucosa sem alterações patológicas, 5 foram conclusivas de esofagite e 5 tinham 

material insuficiente para análise histológica (incluindo as 4 descritas anteriormente). Entre as 

amostras de áreas descoradas, 15 apresentavam mucosa sem alterações patológicas e 2 com 

esofagite. Um paciente apresentou lesão localizada no esôfago superior que foi conclusiva de 

CCEE pobremente diferenciado, além de outra área com mucosa esofágica descorada. Este 

mesmo paciente, apresentava esofagite na área corada e mucosa sem alterações patológicas na 

área descorada (Tabela 3). 
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       CCEE: carcinoma de células escamosas de esôfago; CCECP: carcinoma de células escamosas  
       de cabeça e pescoço 
       * 52 CCEE: 51 do Grupo 1 e 1 do Grupo 2.  

  

 

 
     CCEE: carcinoma de células escamosas de esôfago 
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 No grupo 3, das 37 biópsias, 35 apresentaram mucosa sem alterações patológicas e 2 

apresentaram esofagite. 

 

5.3 DETECÇÃO DO HPV 

 

 Foram encaminhadas 224 amostras para extração de DNA de bloco de parafina, sendo 

que apenas 6 blocos (2,67%) não apresentaram DNA viável para realização da PCR (1 bloco 

com mucosa esofágica distante do tumor no grupo 1, 1 bloco com mucosa esofágica corada e 

2 com mucosa descorada no grupo 2, e 2 blocos com mucosa esofágica normal no grupo 3). 

Nos 218 blocos a integridade do DNA foi comprovada pela detecção das bandas 

correspondentes aos genes conservados humanos: GAPDH, β-Globina e G3PDH. O DNA 

purificado não apresentou fatores inibitórios para análise por PCR. 

 A concentração de DNA obtido nas amostras apresentou uma média de 214,68 ng/uL 

(variação: 8 a 1.313), com uma média das razões entre as leituras das absorbâncias 260/280 de 

2,12 (variação; 1,15 a 5,95). 

Em nenhuma destas amostras foi detectada banda de aproximadamente 450 pb e 150 

pb correspondente ao DNA do HPV com a utilização da técnica de nested PCR utilizando os 

primers MY09/11 e GP5/6 (Figura 5). Portanto, em função da ausência de DNA do HPV nas 

amostras, não foi realizado o sequenciamento direto para definição do tipo específico como 

previsto.    
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6 DISCUSSÃO 

  

 O presente estudo utilizou a técnica da PCR para investigar a presença de DNA do 

HPV em amostras de CCEE e CCECP em uma das regiões de maior risco para câncer do trato 

aero-digestivo superior no Brasil. Os nossos resultados não mostraram nenhuma evidência da 

presença do DNA do HPV em qualquer uma das amostras de CCEE e da mucosa distante do 

tumor, de CCECP e da mucosa esofágica do mesmo paciente, ou na mucosa esofágica de 

pacientes não tabagistas e não alcoolistas. 

 As altas taxas de incidência do CE, situa-o entre as 10 neoplasias mais frequentes no 

mundo. Com uma grande variação de incidência mesmo entre populações diferentes oriundas 

de uma mesma região, as altas taxas são reduzidas para praticamente zero em alguns locais. 

Como exemplo dessa variação podemos citar a região de Anyang na China, onde a taxa de 

mortalidade é de 132/100.000, significativamente superior a taxa de 52/100.000 encontrada 

nas áreas vizinhas.168 A variação mundial da incidência é próxima a 16 vezes, e em áreas de 

alto risco, como o “cinturão asiático do câncer de esôfago”, aproximadamente 90% dos casos 

são de CCEE.1, 169, 170 Em função deste cenário, é constante e crescente o número de pesquisas 

com o objetivo de melhor identificar os fatores envolvidos na carcinogênese do CCEE, nem 

sempre explicados por fatores de risco bem definidos como tabagismo, etilismo, pobre status 

nutricional, baixo consumo de frutas e verduras, e ingesta de bebidas quentes. 

Em áreas de baixo risco, como os EUA e vários países ocidentais, o tabaco e o 

consumo excessivo de álcool são responsáveis por cerca de 90% dos casos de CCEE. Nessas 

áreas as taxas de adenocarcinoma de esôfago tem aumentado em função da elevada 

prevalência de fatores de risco como obesidade e esôfago de Barrett, e a baixa prevalência de 

infecção por Helicobacter pylori.5, 171-175 Por outro lado, as taxas de CCEE nessas regiões têm 

diminuído por causa da redução do consumo de álcool e do tabaco.176 No Brasil, as taxas de 

CCEE tem permanecido estáveis, em torno de 80%, com a região Sul do país apresentando a 

maior incidência.3, 4 

 Entre as várias pesquisas que buscam explicar essa variação na taxa de incidência 

mundial do CCEE, dezenas de trabalhos publicados, apresentam dados conflitantes no que se 

refere ao papel do HPV. Conforme citado por Jill Koshiol et al., os argumentos a favor desta 

associação incluem: (I) a estreita proximidade e similaridade do esôfago e o epitélio escamoso 

da cavidade oral, onde o HPV é reconhecido como causa de cânceres de tonsila e orofaringe; 

(II) a existência do papiloma escamoso benigno de esôfago, potencialmente associado ao 
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HPV; (III) evidência para clonalidade de células tumorais esofágicas; (IV) a associação entre 

HPV e câncer de esôfago em bovinos; (V) a detecção de HPV em amostras de câncer 

esofágico e lesões precursoras; (VI) as evidências in vitro de transformação, induzida pelo 

HPV, das células esofágicas. Os argumentos contra essa relação causal incluem: (I) a ampla 

variação na prevalência do HPV em séries de casos de CCEE (0 a 100%); (II) a inconsistência 

na associação entre a exposição ao HPV (medido por sorologia) e CCEE, com estimativas de 

estudos de grande porte tendendo para a hipótese nula; (III) a falta de evidências da 

associação entre CCEE e hábitos sexuais, imunossupressão ou neoplasias prévias associada ao 

HPV.114, 123, 153, 177-179 

 No estado do Rio Grande do Sul, onde a incidência de CCEE é a maior do Brasil, 

dois estudos apresentaram resultados discordantes. O primeiro estudo, publicado por Weston 

e Prolla em 2003, utilizou Captura Híbrida II, uma técnica de menor sensibilidade (≥ 100.000 

cópias do vírus/célula) quando comparada com a PCR, e que talvez pudesse ser insuficiente 

para analisar amostras com baixa carga viral. Este estudo detectou a presença de DNA do 

HPV em 1 amostra (2,5%) dos 40 pacientes com CCEE e em 1 amostra (10%) de 10 

indivíduos do grupo controle, não encontrando associação entre o vírus e o tumor.124 O 

segundo estudo publicado por Damin et al. em 2006, utilizou a técnica de auto-nested PCR 

com os primers de consenso GP5+/GP6+ e primers tipo-específico para HPV-16 e -18, 

seguido por seqüenciamento das amostras positivas. Com um número maior de pacientes, os 

autores detectaram o DNA do HPV em 15,75% das 165 amostras de CCEE, e em nenhuma 

das amostras do grupo controle constituído por 26 indivíduos submetidos à EDA por queixas 

dispépticas. Dos 26 pacientes com CCEE e positivos para HPV, 24 pacientes continham DNA 

do HPV-16, 1 do HPV-18 e 1 de ambos.125 

 Com o emprego de uma técnica com grande sensibilidade, o nosso estudo não 

detectou a presença de DNA do HPV em nenhum dos 51 pacientes com CCEE (Grupo 1), 

tanto no tumor quanto na área de mucosa esofágica normal e distante do tumor. Nós optamos 

pela técnica de nested PCR com MY09/11 e GP5/6 que proporciona um aumento na 

sensibilidade em relação ao uso isolado deles (100 cópias/genoma usando apenas MY11/09, 

10 cópias/genoma usando apenas GP5/GP6, e 1 a 10 cópias/genoma para nested PCR com os 

dois pares de primers).180 Além disso, os primers MY09/11 aumentam a sensibilidade em 

amostras com múltiplos tipos de HPV (90% para MY09/11 e 47% para GP5+/6+).181, 182 

 Além do extremo cuidado para evitar contaminação na realização das PCRs, 

incluímos um grupo de pacientes com diagnóstico de CCECP, expostos aos mesmos fatores 
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de risco que os pacientes com CCEE na região sul do Brasil, na tentativa de avaliar a mucosa 

esofágica com um ambiente carcinogênico semelhante ao encontrado antes do 

desenvolvimento do tumor de esôfago. Considerando a possibilidade de que a presença do 

HPV no esôfago fosse um achado meramente incidental, nós avaliamos um grupo composto 

por pacientes não expostos ao tabagismo ou alcoolismo (Grupo 3), e submetidos à EDA por 

queixas dispépticas, no qual também não houve detecção do HPV com a mesma técnica de 

PCR. 

 Em relação ao tipo histológico, apesar de também existirem trabalhos identificando 

associação de HPV e adenocarcinoma de esôfago, nós optamos por investigar apenas em CCE 

devido a baixa prevalência de adenocarcinoma de esôfago em nossa região. A associação do 

HPV com adenocarcinoma do trato digestivo superior foi descrita por Xu et al. em  2003, mas 

não foi confirmada em estudos posteriores, tanto por sorologia quanto por PCR.179, 183, 184 No 

nosso estudo, entretanto, havia um caso com componentes de adenocarcinoma e de CCE, e 

que apresentou PCR negativo para HPV. Considerado como uma variante rara dos CCE, o 

carcinoma adenoescamoso é descrito em uma variedade de sítios, incluindo colo de útero, 

pulmão, pâncreas, e cabeça e pescoço (CP). Apresenta maior agressividade e a sua associação 

com HPV não é definida na literatura. Conforme os resultados de Masand et al., a presença de 

HPV nos carcinomas adenoescamosos de CP e a sua agressividade, parece estar mais 

relacionada com o subsítio (orofaringe) do que com o tipo histológico, o que já é reconhecido 

para as outras variantes histológicas de CCE.185, 186 

 Entre os 51 pacientes com CCEE, havia 4 do tipo basalóide, descrito como 

apresentando uma maior associação com o HPV em relato publicado por Zoltán et al.147 Este 

tipo histológico foi primeiramente descrito por Wain em 1986 e ocorre predominantemente no 

TADS.187 No entanto, no esôfago é um tumor raro, responsável por apenas 0,068 a 4% de 

todos os CE.188 Por outro lado, a morfologia basalóide é descrita como significativamente 

mais frequente nos CCECP associados ao HPV (OR=19,8; 95% IC= 5,3-7,4), sendo essa 

associação evidenciada, também, em modelo animal.20, 189-191 O mesmo é visto em outros 

sítios de tumores associados ao HPV como, câncer de canal anal, pênis, vulva e vagina.192-196 

Entretanto, todos os 4 casos de CCEE do tipo basalóide que analisamos foram negativos para 

DNA de HPV, corroborando com o resultado apresentado por Bellizzi et al. que avaliaram 9 

casos que foram negativos para HPV por imuno-histoquímica.197 

 Quanto a localização dos CCEE, em um estudo recentemente publicado por Gupta et 

al. utilizando PCR com os primers MY09/11, foi detectado DNA de HPV em 17 de 44 casos 
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de CCEE (38,6%), sendo todos esses casos positivos localizados no esôfago inferior.157 É bem 

conhecido que o HPV infecta a camada basal do epitélio escamoso estratificado que é 

comumente exposto à junção escamo-colunar, como a zona de transformação do colo do útero 

e a região tonsilar na orofaringe. A extremidade inferior do esôfago também tem uma área de 

junção escamo-colunar, e em função da presença de dois epitélios distintos, torna-se uma área 

propensa à inflamação, à formação de um microambiente favorável à expansão de células 

tronco e à transformação celular, como sugerido por modelos com animais. Dessa forma, essa 

região representaria um local chave para a formação de tumor por acúmulo de mutações 

genéticas ou transformação viral.157, 198 Dos 51 pacientes com CCEE analisados no nosso 

estudo, a grande maioria situava-se no esôfago inferior (68,62%), porém todos foram 

negativos para HPV. 

 Também consideramos a possibilidade de resultados falsos negativos devido à 

presença de carga viral inferior a detectável pelo nosso conjunto de primers. Entretanto, o 

papel na carcinogênese e o significado clínico de quantidades de vírus inferiores a detecção 

pela PCR é duvidoso.199 Ha et al. sugerem que sem ao menos 1 cópia viral por genoma, uma 

relação clonal não pode ser estabelecida, necessitando, portanto, um número suficiente de 

cópias de HPV afetando a maioria das células em uma lesão.200 Dessa forma, a técnica de 

nested PCR com MY/GP, por nós utilizada, é capaz de detectar 1 a 10 cópias de genoma do 

HPV-16 como descrito por Evander et al.180 Si et al. utilizaram a técnica de PCR em tempo 

real para quantificar o número de cópias de HPV-16 e HPV-18 em CCEE de 5 diferentes 

regiões da China que apresentavam diferentes taxas de incidência desta neoplasia. A presença 

de DNA de HPV nas amostras variou de 2 a 22,2%. O número de cópias de HPV-16 variou de 

≤ 1 até 157 cópias/genoma equivalente, sendo que 65% das amostras possuíam menos de 10 

cópias/genoma equivalente. As médias nas amostras em tecido fresco congelado foram de 

1,14 em Hong Kong, 11,7 em Sichuan e 21,4 em Linxian. As amostras armazenadas em 

parafina de Xi’an e Shantou, tiveram médias de 0,004 e 14,6, respectivamente. Para o HPV-

18, a média do número de cópias foi de 4,9/genoma equivalente. E os autores então sugerem 

que o número de cópias de HPV relativamente baixo, assim como as baixas taxas de infecção 

do HPV nas amostras de CCEE, tornam improvável que o vírus tenha um papel essencial na 

carcinogênese do CCEE.146 

Em 2010 foi publicado, por Zhang et al., um estudo de caso-controle que incluiu 70 

casos de CCEE com 60 controles, e 39 casos de CCEU com 54 controles provenientes da 

região de Shantou na China. A distribuição nestes grupos das taxas de HPV (tipos -16, -18 e -
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58), carga e integração viral, foram comparadas utilizando PCR em tempo real. As taxas de 

detecção do DNA do HPV nas amostras de CCEE e CCU foram significativamente maior do 

que nos seus controles: 50% vs 33,33% para CCEE, p=0,045; e 79,48% vs 18,52% para 

CCEU, p<0,001. A carga viral média do HPV-16 no CCEU foi aproximadamente 141,68 

vezes maior do que nos CCEE (468,39 +/- 473,36 vs 2,55 +/- 3,19 cópias/célula, p=0,002). E 

para avaliar o grau de integração do DNA viral foi calculada a média da razão de E2 para 

E6/7 para cada grupo, onde, os CCEU apresentaram uma significativa menor razão média de 

E2 para E6/7 em relação ao grupo controle (0,09+/- 0,14 vs 0,55+/- 0,40, p<0,001), indicando 

uma alta prevalência de DNA do HPV na forma integrada em pacientes com CCEU. O 

mesmo não ocorreu no grupo do CCEE, onde as taxas foram semelhantes ao grupo controle 

(0,20+/-0,32 vs 0,53+/-0,33, p=0,06). Os autores então sugerem que apesar da baixa carga 

viral nos CCEE, a integração do genoma viral e a alta expressão de sua oncoproteina, 

poderiam ser suficientes para promover a carcinogênese. No entanto, eles concluem que em 

função dos relativamente baixos números de cópias de HPV e baixas taxas de infecção em 

CCEE, parece improvável que exerçam um papel fundamental na carcinogênese do esôfago 

como ocorre no colo do útero.152 Gillison e Shah, ao discorrer sobre as características do HPV 

em uma revisão sobre o papel do vírus em cânceres não-genitais publicada em 2003, sugerem 

que o DNA viral de alto risco ocorre na célula tumoral com um mínimo de 1 cópia 

viral/genoma, é transcripcionalmente ativo, e é frequentemente, embora nem sempre, 

integrado.114 

O uso de primers de consenso como o que usamos, cujo alvo é o gene L1 do HPV, é 

questionado por alguns autores uma vez que este gene não é necessariamente retido após a 

integração do DNA do HPV com o DNA humano. Embora estes primers possam detectar 

possivelmente todos os tipos de HPV.167 Por outro lado, primers específicos cujo alvo são os 

genes E6 e E7, são retidos após a integração do DNA do HPV, no entanto, eles detectariam 

apenas determinados tipos de HPV. E, além disso, análises do status viral utilizando RT-PCR 

demonstrou que, em geral, genomas de HPV-16 exclusivamente integrados são um fenômeno 

infrequente tanto em lesões de carcinoma in situ no colo do útero (8,7%), quanto em CCU 

(15,2%). Sendo as formas epissomal (61,9% em CISCU e 39,1% em CCU) ou mista - 

epissomal e integrada (29,4% em CISCU e 45,7% em CCU) - comumente detectadas.201 E em 

amostras de  CCEE, Zhang et al. em 2010, não encontraram diferenças nas taxas de detecção 

de ambas as formas quando foram analisadas amostras dos casos de câncer e dos controles 

(91,43% vs 85%).152 
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Poljak et al. usaram tanto primers de consenso quanto primers específicos em 121 

amostras de CCEE, e concluiram que a combinação não aumentou as taxas de detecção do 

DNA do HPV.199 O mesmo já havia sido demonstrado em outros estudos.202-206 Além disso, a 

possível conexão entre a integração, a transcripção e a expressão do DNA do HPV, assim 

como o seu valor clínico, ainda necessita ser confirmada.152 Pois, como citado por Briolat et 

al., a integração viral do HPV-AR não parece ser um pré-requisito crítico no desenvolvimento 

do CCU.207, 208 Em uma revisão sistemática sobre sítios de integração genômica do HPV, 

publicada em 2004 por Wentzensen et al., os autores concluem que a causa para a ocorrência 

de agrupamentos de HPV integrados, parece estar mais relacionada à acessibilidade dessas 

áreas genômicas frágeis do que devido a seleção de clones que abrigam HPV integrado em 

regiões com genes tumorais (Figura 6). Ou seja, a integração talvez seria uma consequência 

desse ambiente carcinogênico, e não a causa.208 

Portanto, mesmo estudos que encontraram forte associação entre a infecção por HPV e 

CCEE, sugerem apenas uma relação entre exposição e desfecho, e um estudo prospectivo de 

coorte seria necessário para uma melhor definição.156 

 
Figura 6: Papel da integração do HPV na progressão do epitélio normal para o carcinoma 
invasivo. HPV-AR, papilomavírus de alto risco; LIE-B, lesão intra-epitelial escamosa de 
baixo grau; LIE-A, lesão intra-epitelial escamosa de alto grau.208    
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 Remmerbach et al. analisaram amostras da cavidade oral e do colo de útero usando 

PCR com somente MY09/11, somente GP5+/6+ ou nested PCR com GP5+/6+ naqueles 

inicialmente negativos com MY09/11. A sensibilidade do PCR para HPV 18 em células HeLa 

com MY09/11 é de 1700 cópias/ul, porém quando utilizado em conjunto com o Gp5+/6+, 

sendo o primeiro como primer externo e o último como interno (Figura 4), a sensibilidade 

aumenta para 17 cópias/ul. Outra técnica avaliada pelo autor foi o auto-nested PCR, na qual o 

uso do GP5+/6+ e sua posterior re-amplificação com o mesmo primer, aumentou a 

sensibilidade de 170 cópias/ul para 51cópias/ul. Esta técnica de auto-nested PCR com os 

primers GP5+/GP6+ foi a utilizada por Damin et al. para investigar a associação do HPV com 

câncer de esôfago no Rio Grande do Sul, e com a qual identificaram DNA de HPV em 

15,75% dos CCEE.125 Posteriormente, Chaiwongkot et al. avaliaram essa mesma técnica de 

auto-nested PCR com GP5+/GP6+ como rastreamento para colo de útero, e encontraram um 

aumento da sensibilidade de 20,7% para 38,5% nas amostras com citologia normal, em 

relação a PCR com GP5+/6+ convencional (p<0,05). Enquanto que nas amostras com leve 

displasia a taxa de detecção aumentou de 50% para 51,4%, não havendo diferença 

significativa, mas concordância dos resultados (kappa = 0,97).181 Embora os autores sugiram 

que o auto-nested PCR deva ser necessário no rastreamento do CCU, houve diferença 

significativa apenas nas amostras com citologia normal, tornando-se questionável a 

necessidade de um aumento da sensibilidade na detecção de HPV tanto no screening de 

neoplasias onde já está definido o papel carcinogênico do HPV, quanto na investigação do seu 

envolvimento como potencial fator de risco em outros tumores. Existem outros primers 

(PGMY, SPF10) e outras técnicas (como PCR em tempo real) com maior sensibilidade para 

detecção do DNA do HPV em tecidos com baixa carga viral, extraído de material fixado com 

formol e armazenados em parafina. Entretanto, estudos em amostras de colo de útero normal 

ou displásicos tem demonstrado que uma sensibilidade muito alta do teste, resulta em uma 

marcante redução na especificidade clínica. Vários estudos em colo de útero tem demonstrado 

que não apenas a presença do HPV-AR é necessário para o desenvolvimento da 

carcinogênese, mas também o volume da carga viral. Há uma relação direta entre este último 

e o risco de desenvolvimento de  NIC II/III ou carcinoma.209-214 Dessa forma, a American 

Society for Colposcopy and Cervical Pathology recomenda que testes para rastreamento com 

sensibilidade de pelo menos 92%+/-3% parecem satisfatórios somente quando a 

especificidade clínica for superior a 85%.215 
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 Vários autores relataram dificuldade em reproduzir resultados de PCR com tecidos 

fixados em formol.216-218 Karlsen descreveu o efeito antagonista da fixação com formaldeído 

devido à modificação do DNA, causando a inibição da amplificação pelo PCR de amplicons 

longos (>200pb).219 Considerando que os resultados do PCR poderiam ser afetados pela 

fixação do tecido com formol, ou pela idade do material emblocado em parafina, nós usamos 

GP5/6 como primers internos na reação de nested PCR, que amplificam fragmentos de 140-

150 pb (Figura 6). Assim, reduzimos a possibilidade de falsos negativos decorrentes da menor 

acurácia dos primers MY09/11, em amplificar fragmentos curtos de DNA em amostras de 

tecido fixadas com formol e embebidas em parafina. Além disso, os controles internos com β-

globina, GAPDH e G3PDH, confirmaram a qualidade do DNA em quase todas as amostras  

(97,33%) deste estudo. 

 Outro fator que poderia influenciar na detecção do HPV no esôfago, seria a 

possibilidade de o vírus desempenhar o seu papel na carcinogênese apenas na fase inicial.33 

Em um estudo publicado por Acevedo-Nuno et al. em 2004, comparando com a esofagite, as 

lesões pré-cancerosas mostraram maiores taxas de infecção por HPV (96% vs 26%), enquanto 

que em amostras de CCEE, as taxas foram um pouco menores (88%).119 Em função dessa 

possível variável nós incluímos o grupo dos pacientes com CCECP, os quais foram 

submetidos à cromoendoscopia, na tentativa de se identificar lesões pré-malignas. No entanto, 

as únicas alterações histológicas encontradas foram esofagite e CCEE sendo todas negativas 

para HPV pela PCR. 

Em relação ao grupo com CCECP (Grupo 2) avaliado neste trabalho, todas as 

amostras de tumor primário foram negativas para HPV. Uma vez que as taxas descritas por 

trabalhos anteriores variam conforme o subsítio do CCECP, os pacientes foram agrupados em 

4 grupos composto por 9 pacientes com CCECP de cavidade oral, 16 de orofaringe, 10 de 

laringe e 2 de sitio primário indeterminado na região da cabeça e pescoço. Em um estudo de 

screening para neoplasia de esôfago em 148 pacientes com CCECP, Scherübl et al. 

detectaram, através de EDA, CCEE assintomático em 11 pacientes (7,4%), e displasia de 

baixo e alto grau em 10 pacientes (6,8%).220 Outros estudos prospectivos realizados no Japão 

e no Brasil detectaram CCEE em 5,1-11,8% dos pacientes com CCECP.221-224 Portanto, no 

Grupo 2, nós realizamos EDA para rastreamento de CCEE, e aplicação de Lugol para 

identificação de áreas de lesão pré-maligna. Dos 37 pacientes, 17 apresentaram áreas não 

coradas pelo Lugol. Trinta e seis pacientes foram avaliados com exame histológico do 

esôfago, e nenhuma amostra apresentava displasia. Da mesma forma que no sitio primário 
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destes pacientes com CCECP, as amostras do esôfago foram negativas para HPV pela PCR, 

independente da presença de áreas descoradas, de esofagite ou de CCEE. Nosso resultado foi 

concordante àquele publicado por De Villiers et al. em 2004. Estes autores avaliaram a 

presença de DNA do HPV por PCR em dois grupos de pacientes com CCECP. O primeiro 

grupo foi constituído por 60 pacientes com CCECP submetidos à EDA para rastreamento de 

CCEE assintomático, sendo positivo para HPV em 6 dos nove casos de CCEE detectados. O 

segundo grupo foi composto por 21 pacientes com CCECP e CCEE, sendo positivo para HPV 

em 13 das amostras de CCECP e 14 das amostras de CCEE. Entretanto, o mesmo tipo de 

HPV estava presente em apenas 3 dos 21 pacientes com CCECP e CCEE, sugerindo que uma 

expansão clonal do CCECP para um subsequente CCEE, ou vice-versa, seria improvável.138 

  

 
Figura 7: Localização dos primers de consenso MY11-MY09 e primers gerais GP5-GP6 na 
região L1 do genoma do HPV.180	  
  

A possibilidade de que as taxas de detecção do HPV possam acompanhar as diferentes 

taxas de incidência do CCEE, ou seja, de que o HPV teria um maior envolvimento na 

carcinogênese esofágica em áreas de alto risco, não é corroborada por vários estudos. Embora 

não detectado em áreas de baixa prevalência de CCEE, como relatado em estudos conduzidos 

na Coréia (0% de prevalência de HPV), Eslovênia (0%), Itália (0%) e EUA (2%); estimativas 

ligeiramente maiores foram encontradas em outras regiões também de baixo risco de CCEE, 

como Austrália (3,6%), Shandong (6%), Suécia (16%) e Alemanha (17%).137, 142, 148, 150, 151, 154, 

199, 206, 225 Outro estudo realizado em uma região considerada de baixa prevalência para CCEE 

foi conduzido por Herrera-Goepfert no México, onde foi encontrada uma associação mais 

significativa (25%).158 Em populações com altas taxas de incidência de CCEE, a variação 

encontrada na detecção do HPV nas amostras de tumor de esôfago é maior ainda, com 
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prevalências variando de 0% no Quênia e na província chinesa de Linxian, para 36,8% no Irã, 

54% no Egito, 65% em Gansu (China) e 72% em Anyang (China).141, 143, 149, 151, 168, 226 

 Em função da grande variação de taxas de detecção de HPV encontrados em uma 

mesma região de alto risco para CCEE, como é o caso de Lixian e Anyang (de 0 a 94%), 

situadas na província de Henan, na China, Koshiol et al. realizaram um estudo que incluiu 272 

pacientes com CCEE, submetidos a esofagectomia no Yaocun Commune Hospital em 

Linxian. O estudo incluiu pacientes de Linxian, uma das áreas com maiores taxas de CCEE no 

mundo, além de outras regiões, totalizando 13 das 31 províncias, condados e regiões da 

China. Adicionalmente, os casos eram também provenientes de regiões com baixas 

(<2/100.000) e altas (>32/100.000) taxas de mortalidade por CCU. Além do número 

considerável de pacientes analisados, os autores tiveram o extremo cuidado para prevenir 

contaminação na coleta das amostras, processamento e realização dos testes. Dessa forma, 

utilizando PCR com primers altamente sensíveis (PGMY para amostras emblocadas em 

parafina e SPF10 para amostras a fresco) somente 3 (1,1%) dos 267 casos mostraram 

resultados fracamente positivos para PCR, ou seja, com baixo número de cópias. Além disso, 

nenhum desses três casos (1 HPV-89, 1 HPV-16 e 1 HPV-31) mostrou evidências da 

atividade oncogênica do HPV, tanto pela avaliação da expressão da proteína p16 ausente em 

todos eles, quanto pela soro-positividade negativa para HPV E6/E7 no caso positivo para 

HPV-16 pela PCR. Soma-se a essas evidências, o fato de que o HPV-89 não é detectado no 

câncer em humanos, e é relativamente prevalente em amostras de colo de útero da população 

geral. Os autores sugerem que esses três casos foram resultado de contaminação, e que a 

prevalência de HPV em CCEE é próxima de 0%, não havendo, portanto, o envolvimento do 

vírus na carcinogênese do esôfago.153 Embora o trabalho de Koshiol tenha usado primers mais 

sensíveis, e em um número maior de pacientes com CCEE, em comparação com o nosso 

estudo, os resultados foram concordantes. Esses achados, provavelmente, devem-se ao 

rigoroso cuidado para evitar falsos positivos em ambos os estudos. A hipótese de que a grande 

variação de taxas de detecção de DNA do HPV em amostras de CCCE seja explicada por 

contaminação das amostras baseia-se na grande sensibilidade dos métodos de PCR, na 

possibilidade de transmissão por outras vias além do intercurso sexual, e na resistência do 

HPV à limpeza com detergentes. Este último fator foi descrito em relatos de detecção de 

DNA de HPV genital nas mãos, roupas íntimas, luvas, superfícies de clínicas especializadas 

em tratamento geniturinário e instrumentos médicos, além da persistência do DNA até mesmo 

após limpeza com etanol.227-230 A técnica de PCR possui o poder de amplificar quantidades 
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muito pequenas de ácidos nucléicos, podendo provocar contaminação com o seu próprio 

produto. Em um laboratório que realiza PCR as atividades incluem preparação da amostra, 

preparação da PCR, execução da PCR, e a análise pós-PCR. Tanto o material a ser pesquisado 

na amostra pode ser fonte de contaminação, quanto os aerossóis de amplicons PCR gerados 

pelo método.  

 Uma outra explicação para a ausência de detecção de HPV no nosso estudo, 

inclusive nos tumores primários dos pacientes com CCECP, seriam as características dos 

pacientes incluídos. Como sugerido por Gillison et al., os CCECP são um grupo heterogêneo 

de cânceres agrupados em HPV+ e HPV-, com ao menos duas vias etiologicamente distintas 

para sua patogênese, uma mediada pelo tabaco e álcool, e a outra pelo HPV. Além do que os 

pacientes com CCECP HPV+ são mais jovens (idade média: 54 vs 58 anos, p=0,002), brancos 

(p=0,006), casados (p<0,001), com educação universitária (p=0,003), com uma renda anual de 

50.000 dólares ou mais (p<0,001) e com a localização do tumor primário na orofaringe ou de 

sítio primário desconhecido (p<0,001).19, 231 Entretanto, os pacientes com CCEE e CCECP 

incluídos no nosso estudo, apresentavam idade média (60,06 e 57,76 anos, respectivamente) 

semelhante a do grupo HPV-negativo descrito por Gillison.19 Além disso, eram tabagistas 

e/ou etilistas (94,11% dos CCEE e 100% dos CCECP), e embora não tenham sido avaliadas 

as características sócio-econômicas, eles representam a população de pacientes oncológicos 

atendidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no Rio Grande do Sul, em geral com baixa 

renda familiar e baixo nível de escolaridade.232 Conforme revisão publicada por Kreimer et al. 

em 2005, as prevalências de HPV em CCECP foram de 35% para CCE de orofaringe (IC 

95%, 32,6-38,7), 23,5% para CCE de cavidade oral (IC 95%, 21,9-25,1) e 24% para CCE de 

laringe (IC 95%, 21,8-26,3).25 Utilizando a menor dessas taxas para calcular o tamanho da 

amostra, o nosso estudo tem um poder próximo a 90%, com nível de significância de 5%, para 

detectar uma diferença de 23,5% de prevalência entre os pacientes do grupo 2 e o grupo 3. No 

entanto, como demonstrado por Gillison, em pacientes com CCECP tabagistas e etilistas 

pesados, a prevalência de HPV+ foi de 17%. Dessa forma, mesmo utilizando a taxa de 

incidência do sítio com maior prevalência para HPV, ou seja, orofaringe (35% de 

prevalência), e levando em consideração que apenas 17% desses pacientes poderiam ser 

positivos para o HPV, a prevalência de HPV em CCECP de orofaringe, cairia para 5,95%. E, 

portanto, seriam necessários 128 pacientes com CCE somente de orofaringe para encontrar 

uma diferença de 5,95%, com um poder de 80% e um nível de significância de 5%. Ou seja, o 

número de pacientes incluído no Grupo 2 do nosso estudo (37 pacientes), não seria suficiente 
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para detectar o HPV na lesão primaria dos CCECPs nesta população composta por etilistas e 

tabagistas. Talvez, o mesmo raciocínio quanto às vias diferentes de carcinogênese, associadas 

aos diferentes fatores de risco, aplique-se à carcinogênese do CCEE, e o seu melhor 

entendimento, poderá trazer mudanças de conduta não só quanto aos métodos diagnósticos, 

como terapêuticos. O que os nossos resultados sugerem é que o HPV não parece ter um papel 

fundamental na carcinogênese dos CCEEs e dos CCECPs, pelo menos, no sul do Brasil. 

 Estudos recentes têm empregado outras técnicas associadas a PCR, como imuno-

histoquímica para p16 e sorologia para E6/E7; e conforme sugerido por Koshiol e Kreimer, 

embora úteis na investigação do papel do HPV na carcinogênese do esôfago, ambos 

apresentam limitações. A imuno-histoquímica para p16 pode ser sub-expressada devido a 

hipermetilação ou mutação, ou ainda, pode estar super-expressada em função de alterações na 

via da pRb não relacionadas ao HPV. Já a sorologia para E6/E7 apresenta uma sensibilidade 

de apenas 50% em tumores de colo de útero, onde a carga viral do HPV é comprovadamente 

superior.233 

 Algumas características no nosso estudo que podem diferenciá-lo dos outros dois 

previamente conduzidos no sul do Brasil são: (1) o extremo cuidado para evitar contaminação 

com DNA durante o processamento e a PCR; (2) o uso de uma técnica de PCR altamente 

sensível; e (3) a preocupação em avaliar lesões precursoras ou áreas de mucosa esofágica com 

o mesmo ambiente carcinogênico.    

 Possíveis fatores limitantes do nosso estudo seriam o número de pacientes incluídos 

e a ausência de informações relacionadas aos hábitos sexuais, às características sócio-

econômicas e ao consumo de erva mate.  

 O nosso trabalho não identificou a presença do HPV não só nos CCEE, assim como 

nos CCECP, e na mucosa esofágica normal desses pacientes com CTADS submetidos aos 

mesmos fatores de risco para CCE do TADS em uma mesma área. Além de comparar com a 

mucosa esofágica de indivíduos sem CTADS e não expostos ao tabagismo e ao alcoolismo. 

Portanto, os nossos resultados confirmam observações anteriores, em outras regiões, relatando 

a ausência de associação entre a infecção pelo HPV e o CCEE; e sugerem que, no sul do 

Brasil, este vírus não é um importante fator de risco para os carcinomas de células escamosas 

de esôfago e de cabeça e pescoço. 
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CONCLUSÕES 

 

1. Não foi detectado DNA do HPV na lesão tumoral ou na mucosa esofágica, com aspecto 

íntegro, distante do tumor em pacientes com carcinoma de células escamosas do esôfago. 

2. Não foi detectado DNA do HPV na lesão tumoral de pacientes com carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço. 

3. Não foi detectado DNA do HPV na mucosa esofágica de pacientes com carcinoma de 

células escamosas de cabeça e pescoço. 

4. Não foi detectado DNA do HPV nas áreas de mucosa esofágica sem neoplasia. 

5. Não foi detectado DNA do HPV na mucosa esofágica íntegra de indivíduos não expostos 

ao tabagismo e ao alcoolismo.. 

 Considerando as possíveis limitações metodológicas, como número de pacientes 

incluídos e ausência de informações referentes a hábitos sexuais, é possível que este resultado 

colabore com as evidências de que o HPV não participe da carcinogênese no câncer de 

esôfago. 

 Portanto, com utilização de um método com grande acurácia para detecção do HPV, 

com rigoroso controle em relação aos resultados falso-positivos e quanto à integridade das 

amostras, nossos resultados apontam para a evidência de que o HPV não esteve envolvido na 

oncogênese dos carcinomas de células escamosas do trato aerodigestivo no grupo estudado. 
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Abstract 

Aim: To investigate the association between human papillomavirus (HPV) and 

esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) in southern Brazil. 

 

Methods: We studied 189 esophageal samples from 125 patients from three different 

groups: (a) 102 biopsies from 51 patients with ESCC, with one sample from the tumor 

and another from normal esophageal mucosa distant from the tumor; (b) 50 

esophageal biopsies from 37 patients with a previous diagnosis of head and neck 

squamous cell carcinoma (HNSCC); and (c) 37 biopsies from esophageal mucosa 

with normal appearance from 37 dyspeptic patients, not exposed to smoking or 

alcohol consumption. Nested-PCR with the MY09/11 and GP5/6 L1 primers was 

used to detect HPV L1 in samples fixed in formalin and stored in paraffin blocks. All 

PCR reactions were performed with a positive control (cervicovaginal samples), with 

a negative control (Human Genomic DNA) and with a blank reaction containing all 

reagents except DNA. We took extreme care to prevent DNA contamination in 

sample collection, processing, and testing.  

 

Results: The histological biopsies confirmed the diagnosis of ESCC in 52 samples (51 

from ESCC group and 1 from the HNSCC group) and classified as well differentiated 

(12/52, 23.1%), moderately differentiated (27/52, 51.9%) or poorly differentiated 

(7/52, 13.5%). One hundred twenty-eight esophageal biopsies were considered 

normal (51 from the ESCC group, 42 from the HNSCC group and 35 from dyspeptic 

patients). Nine had esophagitis (7 from the HNSCC and 2 from dyspeptic patients). 

Of a total of 189 samples, only 6 samples had insufficient material for PCR analysis: 1 

from mucosa distant from the tumor in a patient with ESCC, 3 from patients with 

HNSCC and 2 from patients without cancer. In 183 samples (96.8%) GAPDH, 

G3PDH and/or β-globin were amplified, thus indicating the adequacy of the DNA in 

those samples. HPV DNA was negative in all the 183 samples tested: 52 with ESCC, 9 

with esophagitis and 122 with normal esophageal mucosa.  
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Conclusion: There was no evidence of HPV infection in different ESCC from 

southern Brazil. 

 

Keywords: Esophageal cancer; esophageal squamous cell carcinoma; human 

papillomavirus; head and neck cancer; polymerase chain reactions; nested PCR. 

 

Core tip: This paper gives additional evidence related to the controversy on the 

potential role of HPV in the pathogenesis of esophageal squamous cell carcinoma 

(ESCC). Taking great care to avoid contamination by environmental HPV and using 

a very sensitive HPV DNA detection technique, we found no evidence of HPV 

neither in ESCC tumor tissue, nor in esophageal non-tumoral tissue from ESCC 

patients, or from head and neck squamous cell carcinoma patients or from dyspeptic 

controls without cancer. These data convincingly argue that when environmental 

contamination is carefully controlled, there is no evidence that HPV is involved in 

ESCC carcinogenesis in southern Brazil. 

 

INTRODUCTION 

 Worldwide, esophageal cancer is the eighth most common cancer and the 

sixth most common cause of death from cancer, with an estimated incidence of 

482,000 new cases and 407,000 deaths in 2008[1]. Esophageal squamous cell carcinoma 

(ESCC) is still the most common type worldwide and its known risk factors are 

smoking and excessive alcohol consumption, poor nutritional and socio-economic 

status, exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), low consumption of 

fruits and vegetables, ingestion of hot beverages, genetic factors, history of caustic 

injury in the esophagus, and history of head and neck squamous cell carcinoma 

(HNSCC)[2-4]. In Brazil, the highest rates of esophageal cancer occur in the country’s 

southernmost state, Rio Grande do Sul, where the rate of incidence is considered 

moderate with 18.01 cases per 100,000 men and 6.60 cases per 100,000 women[5]. In 

the south of Brazil the most important risk factors are the combination of smoking 

and excessive alcohol consumption[5], however, the consumption of a hot beverage 

made with the infusion of Ilex paraguayensis (also known as yerba mate) is also a risk 
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factor[6]. This beverage is often consumed at high temperatures and contains high 

levels of PAH[7]. 

 The role of human papillomavirus (HPV) in the development of ESCC 

remains controversial[8-12]. Two studies conducted in southern Brazil, each using a 

different technique, showed different results regarding the association between 

ESCC and HPV[13, 14]. Therefore, to clarify the association between HPV infection and 

ESCC in southern Brazil, we looked for the presence of HPV DNA in esophageal 

biopsies from: (a) primary tumor and mucosa without neoplasia from patients with 

ESCC; (b) Lugol stained and unstained areas in patients with HNSCC; and (c) normal 

appearing mucosa from patients not exposed to tobacco or alcohol.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Ethics 

 The study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal 

University of Santa Maria and of the Federal University of Rio Grande do Sul, Rio 

Grande do Sul, Brazil. Informed consent was obtained from each participant before 

they underwent upper GI endoscopy. 

 

Patients and Tissues 

 We evaluated 189 consecutive esophageal samples, collected in Santa Maria, a 

city in the central region of Rio Grande do Sul, the most southern state in Brazil, from 

2008 to 2011. We included 51 samples from esophageal tumors and 51 samples from 

non-tumoral areas of the esophagus of patients with ESCC. We analyzed 50 

esophageal biopsies (32 from Lugol stained areas, 17 from unstained areas and 1 

from tumor) from patients diagnosed with HNSCC. Neither the patients with ESCC 

nor those with HNSCC had received chemotherapy or radiotherapy before the 

sample collection. We also collected biopsies from the normal middle esophagus of 

thirty-seven non-smoking and non-alcohol drinking dyspeptic patients who 

underwent upper GI endoscopy. 

 We collected demographic data (sex, age, place of birth, occupation) and 

information regarding smoking habits, alcohol consumption and previous history of 
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cancer. 

 The samples were fixed in neutral buffered formalin, embedded in paraffin, 

cut and stained with Hematoxilin-Eosin. For DNA extraction, one slice at least 5 μm 

thick, as recommended for PCR amplification, was cut from the paraffin-embedded 

tissues[15]. To minimize the risk of contamination, the materials used to process the 

sample stored in the paraffin block were completely disposable and used once per 

sample. In addition, the microtome sample holder was washed with absolute alcohol 

and the blade was replaced before each block was cut. Different rooms were used for 

DNA extraction, preparing the DNA solution, adding the DNA samples to the PCR 

solution and electrophoresis analysis. The rooms could only be accessed through 

antechambers with a single flow of material. All PCR reactions were performed with 

a positive control (cervicovaginal samples), with a negative control (Human Genomic 

DNA, Cat. no. G304A, Promega, Madison, WI, USA) and with a blank reaction 

containing all reagents except DNA.  

 The same method was also employed to test for the presence of HPV DNA in 

thirty-five samples of primary tumor from patients with HNSCC.  

 

DNA Extraction and PCR  

 Once the samples were de-waxed, the DNA was extracted using the Qiagen 

QIAamp DNA Mini Kit (Valencia, California) according to manufacturer’s 

instructions. DNA quantification and purity were determined by optical density in a 

spectrophotometer (Thermo Scientific NanoDrop 2000). 

 The DNA (25-80 ng) from each sample was amplified by PCR. The integrity of 

the DNA samples was observed by amplifying the human conserved genes GAPDH, 

G3PDH and β-globin. The sequences of the HPV L1 gene were amplified by nested-

PCR using two general primer sets: MY09/MY11 (MY09: 5’-

GTCCMARRGGAWACTGATC-3’, MY11: 5’- GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’) 

in the first amplification step to produce a 450 bp fragment; and GP5/GP6 (GP5: 5’-

TTTGTTACTGTGGTAGATAC-3’, GP6: 5’ACTAAATGTCAAATAAAAAG-3’) in the 

second step to produce 150 bp fragments of the PCR product. In the first step, PCR 

was performed with a reaction mixture containing 50 ul, including 5.0 ul of the 
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genome from the extracted DNA sample, 5.0 ul 10 x PCR buffer, 5.0 ul of dNTP (2.5 

mM), 1.2 ul of MgCl2 (50 mM), 0.5 ul of Taq DNA polymerase and 0.2 ul (500 

pmol/ul) of the MY09 and MY11 primers. In the second step, which also had a final 

volume of 50 ul, 1.0 ul (500 pmol/ul) of the GP5 and GP6 primers was used. The PCR 

mixture was subjected to 40 amplification cycles, each consisting of an initial 

denaturation step at 94°C for 30 sec, annealment at 56°C for 1 min and extension at 

72°C for 1 min. The PCR products were separated by eletrophoresis on 2% agarose 

gel and visualized by staining with ethidium bromide by electrophoresis (Figure 1).   

 

Statistical analysis 

 The variables were expressed as mean and standard deviation (SD) or 

numbers and percents. Associations would have been considered statistically 

significant when a two-sided p-value was ≤ 0.05. All statistical analyzes were 

performed with the aid of SPSS 11 (Statistical Package for Social Sciences). 

 

RESULTS  

Patient Characteristics  

 We included 125 individuals divided in three groups (Table 1): (a) 51 patients 

with ESCC, 43 male (84.3%) with a mean age of 60.1 ± 10.3 years; (b) 37 patients with 

previous diagnosis of HNSCC, 34 males (91.9%) with a mean age of 57.8 ± 8.4 years; 

and (c) 37 dyspeptic patients, 12 males (32.4%) with a mean age of 56.8 ± 17.7 years.  

 

Histology 

 We studied 189 esophageal biopsy samples. All fifty-two biopsies from 

tumoral areas (51 from the ESCC group and 1 from the HNSCC group) were 

diagnosed as squamous cell carcinoma and classified as well differentiated (12/52, 

23.1%), moderately differentiated (27/52, 51.9%) or poorly differentiated (7/52, 

13.5%). None of the 51 samples of esophageal mucosa distant from the tumor in the 

ESCC group showed malignancy.  

 In the patients with HNSCC, we performed 55 esophageal biopsies. Their 

histological analysis showed the following findings: forty-two were normal (76.4%), 
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seven had esophagitis (12.7%), one contained ESCC (1.8%) and five had insufficient 

tissue for histological analysis (9.1%).  

 In the biopsies of normal esophagus in the dyspeptic patients, 35 were 

considered normal and 2 had mild esophagitis. 

  

 

PCR analysis 

 The average DNA concentration in the samples was 214.68 ng/uL (range: 8-

1313), with a mean ratio between the absorbance readings at 260 nm and 280 nm 

wavelengths of 2.12 (range 1.15 to 5.95). GAPDH, G3PDH and/or β-globin were 

amplified in 183 (96.8%) esophageal biopsies, showing that the DNA was adequate 

for analysis. These conserved human genes were not amplified in only six samples, 

all with normal esophageal mucosa (1 from mucosa distant from the tumor in a 

patient with ESCC, 3 from patients with HNSCC and 2 from patients without 

cancer). The PCR results were negative for HPV DNA in all the esophageal biopsies 

(52 with ESCC, 9 with esophagitis and 122 with normal esophageal mucosa), as well 

as in all biopsies from the primary tumor of head and neck cancer. 

 

DISCUSSION 

 The current study used a nested primer-based PCR test to identify HPV DNA 

in esophageal samples from individuals from a moderate risk area for ESCC in 

southern Brazil. Our results showed no evidence of HPV DNA in any of the samples 

of the ESCC and from non-tumoral areas of the esophagus, in the esophageal mucosa 

of patients with HNSCC, or in the esophageal mucosa from patients without risk 

factors for ESCC.   

 Some studies using a bovine model have found that the bovine 

papillomavirus is essential in the early stages of carcinogenesis of the upper digestive 

tract, but is not required for progression to the status of malignancy[8, 16, 17]. 

Considering the possibility of this “hit-and-run” mechanism to induce oncogenesis in 

the esophagus in humans, we included samples with and without cancer from the 

esophageal mucosa of patients with ESCC and esophageal mucosal samples from 
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patients with HNSCC. In order to enhance the detection of ESCC precursor lesions, 

all patients with HNSCC underwent upper endoscopy with mucosal iodine staining 

and biopsy of stained and unstained areas[18-21]. However, all samples were negative 

for HPV DNA, both in the primary tumors and in the esophageal mucosa without 

neoplasia of patients with ESCC or HSNCC and in the group without cancer who 

were not exposed to tobacco or alcohol. The consistent presence of the GAPDH, 

G3PDH or β-globin genes in the samples indicated that the specimens were suitable 

for DNA analysis. 

 We used the nested primer-based PCR system with the MY11-MY09 

consensus primers in combination with another general primer pair, GP5-GP6, 

positioned within the former. According to Evander et al.[22], this two-step PCR 

amplification is able to detect 1 to 10 copies of the HPV 16 genome, while the use of 

isolated pairs of primers MY11-MY09 or GP5-GP6 detect 100 and 10 copies, 

respectively. Thus, we used a technique with good yield for samples with low viral 

load. In addition, the MY11-MY09 primer is highly capable of detecting multiple 

HPV types within a given sample[23]. Furthermore, the inner primer pair GP5-GP6 

spans a shorter region (about 150 bp), which is useful when the DNA is isolated from 

paraffin-embedded tissue fixed with formalin[24-27]. More sensitive techniques can be 

used to detect HPV DNA, but as Ha et al.[28] suggest, without at least one copy of the 

viral genome per cell, a clonal relationship cannot be established; therefore, a 

sufficient number of copies of HPV affecting most of the cells in the lesion is 

required. Hence, we believe that our technique was sufficiently sensitive to 

accurately detect the presence of HPV DNA in tissue samples from the aero-digestive 

tract. 

 In southern Brazil, Weston and Prolla[13] analyzed 40 ESCC samples and 10 

benign esophageal biopsies from patients without cancer. Using the Hybrid Capture 

II test, they detected HPV DNA in only one case of ESCC and in one benign 

specimen. Subsequently, Damin et al.[14] reported detecting HPV in 15.75% of ESCC 

patients (26/165) and in none of the specimens of benign esophagus (0/26) using 

auto-nested PCR with the GP5 + / GP6 + consensus primer pair. Some features of 

our study that differed from these two previous HPV studies conducted in southern 
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Brazil are: (1) the extreme care we took to prevent DNA contamination throughout 

the specimen processing and testing; (2) the use of a more highly sensitive HPV 

detection method; and (3) the assessment of possible precursor lesions in the non-

tumoral mucosa of esophagi with cancer and in the esophageal mucosa of patients 

with head and neck cancer. 

 A tissue study similar to ours was recently reported from a high-risk area of 

China[29]. The authors analyzed tumor samples from 272 patients with ESCC who 

underwent esophagectomy at the Yaocun Commune Hospital in Linxian, in north-

central China. The patients came from various regions of China, with different 

incidence rates of ESCC and different mortality rates for cervical cancer. HPV DNA 

was tested on fresh frozen tumor tissue and tumor samples fixed with formalin and 

stored in paraffin using PCR with the PGMY L1 and SPF10 L1 consensus primers, 

respectively. Adopting careful measures to avoid contamination of the samples, 

similar to those used in the present study, these authors also found no cases with 

convincing evidence of carcinogenic HPV activity. 

 There are some limitations to the present study, such as the lack of 

information regarding sexual habits, socio-economic characteristics and the 

consumption of the beverage yerba mate, but there is no reason to think that having 

such information would have changed the PCR results of this study. 

 Our results confirm previous observations in other regions that report the 

absence of an association between esophageal mucosa infection by HPV and ESCC, 

and suggest that, in southern Brazil, this virus is not an important risk factor for 

squamous cell carcinoma of the esophagus. 
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COMMENTS 

Background: The high geographical variation in esophageal squamous cell 

carcinoma (ESCC) incidence observed worldwide reflects the exposure to specifics 

environmental factors that are not completely understood. High-risk human 

papillomavirus (HPV) infections are present in almost all cervical cancers, beside 

other neoplasms in squamous epithelial-lined tissues, probably being involved in 

their genesis. The etiologic role HPV in ESCC remains highly controversial. 

 

Research frontiers: A large number of controversial manuscripts have been 

published investigating the possible role of HPV in the etiology of esophageal cancer. 

In this study the authors used very sensitive HPV DNA detection technique, and 

evaluated the HPV presence in ESCC tumor tissue and esophageal non-tumoral 

tissue.  

 

Innovations and breakthroughs: Previous studies have suggested that the HPV 

would have an essential role in the early stages of the ESCC. Besides ESCC tumor 

tissue, we also examined esophageal non-tumoral tissue from the same ESCC 

patients. We also analysed esophageal biopsies from patients with head and neck 

squamous cell carcinoma and from dyspeptic controls without cancer. We used a 

highly sensitive technique for detection of HPV, with nested-PCR taking the utmost 

care to avoid false positive results caused by samples contamination. 

 

Applications: This study adds more evidence that HPV is not involved in esophageal 

carcinogenesis, and it also suggests the high prevalence of HPV in  some ESCC 

studies can be due to contamination. Therefore, the results of this study reinforce the 

need of utmost care to avoid contamination in further protocols looking for HPV in 

tissue samples. 
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Terminology: Nested PCR uses two sequential sets of primers. The first pair of PCR 

primers amplify a fragment similar to a standard PCR. The second primer set binds 

to sequences in the target DNA that are within the portion amplified by the first set. 

Thus, the second set of primers will bind and amplify target DNA within the 

products of the first reaction. The advantage of nested PCR is that if the wrong PCR 

fragment was amplified, the probability is quite low that the region would be 

amplified a second time by the second set of primers. 

 

Peer review: Overall, it is a well written and easy to follow paper that reports a hot 

topic about the involvement of HPV infection in the development of ESCC. The 

technique and the sampling procedure used are correct. The topic of the contribution 

of HPV to ESCC is an important one since there is a vaccine for HPV that if related to 

squamous cell carcinoma could have a significant impact on the public health 

implications of this disease. This is a well prepared manuscript that reads well. 
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Table 1.Clinical and demographic characteristics and risk factors of the patients 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ESCC 

n=51 (%) 

HNSCC 

n= 37(%) 

Not exposed 

n=37(%) 

Age    

  Range 42-79 41-78 19-87 

  Mean  

  SD  

 60.1 

10.3 

57.8 

8.4 

56.8 

17.7 

Sex    

  Male 43 (84.3) 34 (91.9) 12 (32.4) 

  Female    8 (15.7) 3 (8.1) 25 (67.6) 

Smoking    

  Current 42 (82.4) 35 (94.6) - 

  Ex-smokers (>10 years) 5 (9.8) 2 (5.4) 10 (27.0) 

  Never smoked 4 (7.8) 0 (0) 27 (73.0) 

Alcohol use    

  Current 27 (53.0) 31 (83.8) - 

  Ex-alcohol users (>10 years) 8 (15.7) 2 (5.4) 2 (5.4) 

  Never used alcohol 16 (31.4) 4 (10.8) 35 (94.6) 

Active smokers and alcohol users  18 (35.3) 18 (48.6) - 

Never smoked or drunk alcohol 3 (5.9) 0 (0) 26 (70.3) 

 



 

 90 

Figure 1: Analysis of DNA from esophageal tumor tissue for HPV using nested-

PCR for HPV L1 gene 

 

(94.5 x 131 mm) 
  
 
Figure legend: 

Analysis of DNA from esophageal tumor tissue for HPV using nested-PCR for HPV L1 gene. 

The MY09/11 primer pair was used in the first step (A) and the GP5/GP6 primer pair was used in 

the second step (B). 1, DNA size marker (100 bp DNA ladder); 2, patient tumor DNA, HPV-

negative; 3, HPV DNA-negative control (Human Genomic DNA); 4, HPV DNA-positive control 

(cervicovaginal sample); and 5, negative control containing all PCR reagents except DNA. 
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APÊNDICES 
 
APÊNDICE A 
 
A.  Questionário a ser aplicado aos pacientes  
 
Questionário nº:________  Entrevistador:__________________ Data:__/__/__ 

Nome: _____________________________________________ Idade: ________                     

Endereço: __________________________________________                                                                                                                   

Telefone: Próprio (      )                                      Contatos (      )                                 

Cidade: ___________________________________________ 

ID: ____________________________                                                                                                                               

Sexo:    (1) Masculino        (2)Feminino                    Data Nascimento:__/__/____                         

Profissão atual: __________________________________________________                                                                                                           

Profissão que exerceu durante mais tempo:                                                             

Local de Residência:          (1) zona urbana           (2) zona rural 

Onde viveu mais tempo:    (1) zona urbana           (2) zona rural 

Fuma?   (1) nunca    (2) no passado    (3) sim.     Idade que começou a fumar:       

Durante quanto tempo fuma ou fumou? (calculado pelo entrevistador)? 

 _____ anos ____ meses 

Há quanto tempo parou de fumar? ____ anos ____meses ____dias. 

Quantidade de cigarros consumidos: _____ por dia       _____ por semana. 

Consumo de álcool:  (1) nunca      (2) no passado      (3) diariamente       

                                   (4) fins de semana     (5) menos que uma vez por semana 

Idade em que iniciou a tomar bebidas alcoólicas: _____ anos 

Durante quanto tempo toma ou tomou bebidas alcoólicas (calculado pelo entrevistador): ____anos ____ 

meses. 

Há quanto tempo parou de tomar bebidas alcoólicas?      anos     meses     dias. 

Tipo de bebida      Recipiente quantidade/dia quantidade/sem. 

Cachaça    

Cerveja    

Vinho    

Outra    

Tipos de recipiente: Martelo=100ml (1), Copo=250ml (2), Cálice=100ml (3), ½ garrafa=300ml (4), Garrafa=600 

ml (5). 

Possui o hábito de tomar chimarrão?  (1) Nunca  

(2) Agora não, mas sim no passado 

(3) Diariamente  

(4) Fins de semana 

Idade em que iniciou a tomar chimarrão: __________ 
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Tomou chimarrão por quanto tempo? _____anos _____meses 

Há quanto tempo parou de tomar chimarrão? _____anos ____meses 

 

Recipiente para chimarrão: 

          Recipiente       Quantidade/dia    quantidade/semana 

Cuia (100 ml)   

chaleira grande (2 l)   

Garrafa termica (1 l)   

Temperatura:        (1) pelando        (2) quente        (3) morno        (4) frio 

Preparo de churrasco? (1) Sim   1x/sem( )   2x/sem( )   diariamente( )     (2) Não 

Consumo de Verduras e Frutas 

 diariamente 1-3vezes/sem 1x/sem ou -            nunca 

Verduras     

Frutas     

 

Número de peças dentárias: __________ 

História previa de câncer: 

(1)sim  Esôfago(  )   Língua (  )   Boca(  ) Laringe(  ) 

            Tratamento: Cirúrgico ( )   Quimioterapia ( )    Radioterapia ( )   Outros (  )                               

            Outras neoplasias: ____________________________________________   

Tratamento: Cirúrgico( )   Quimioterapia ( )    Radioterapia ( )    TMO (  )                                                                                                                                                                                     

Outros ( )                                                         

 (2)não 

História familiar de câncer: (1)sim          (2)não 

Esôfago(  )  Língua (  )   Boca(  ) Laringe(  )  Outros                                                        
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APÊNDICE B 
 
 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os pacientes dos Grupos 1 e 2  

 

 O câncer de esôfago é uma doença bastante comum no Rio Grande do Sul. As pessoas que já tiveram 
câncer de boca ou de garganta, ou aquelas pessoas que fumam, bebem ou tomam chimarrão diariamente têm 
maior chance de desenvolver o câncer de esôfago. Em algumas regiões do mundo foi encontrada associação do 
câncer de esôfago com o Papilomavírus Humano, o mesmo vírus causador do câncer de colo de útero. 
 Estamos realizando um trabalho onde pretendemos investigar se no Rio Grande do Sul a infecção pelo 
Papilomavírus Humano pode aumentar o risco de uma pessoa desenvolver câncer de esôfago. Desta forma 
pretendemos, identificar pessoas que estão sob maior risco de apresentar câncer, antes mesmo de a doença 
aparecer. 
 Para realizar a pesquisa é necessário coletar pequenas amostras da parte interna do seu esôfago 
(biópsias). Isto será realizado durante a endoscopia que você fará. A endoscopia não será feita exclusivamente 
para a pesquisa e sim porque você precisa realizá-la por indicação do seu médico. 
 Para fazer a endoscopia você precisa estar em jejum de pelo menos 8 a 12 horas. Antes do exame você 
terá sua garganta anestesiada com um spray, em seguida você receberá uma injeção na veia que lhe deixará com 
sono e irá ajuda-lo a tolerar melhor o exame, tendo efeito durante poucas horas. A endoscopia é feita através da 
passagem de uma sonda endoscópica com uma luz e uma câmera na ponta, que permite ver por dentro seu 
esôfago, estômago e o início do intestino. A maioria das pessoas tolera muito bem este exame, que dura de 10 a 
15 minutos. Porém durante a endoscopia você pode apresentar tosse, ânsia de vômito e raramente depressão 
respiratória devido ao sedativo. Raramente sangramentos, reações alérgicas ou perfuração do esôfago podem 
ocorrer, podendo nesses casos ser necessárias transfusões de sangue e/ou cirurgias. Este exame você necessita 
realizar mesmo não participando da pesquisa, pois foi indicado por seu médico. 
 Para participar da pesquisa, talvez seja necessário borrifar uma substância corante no seu esôfago 
chamada solução de Lugol, a qual pode gerar um pouco mais de náuseas e não deve ser aplicada nas pessoas que 
têm alergia ao iodo (você deve informar se você tem alergia ao iodo). Também serão coletadas de 2 a 3 biópsias 
do seu esôfago (eventualmente mais), estes procedimentos aumentam em poucos minutos o tempo do exame, 
podem gerar pequenos sangramentos, e raramente sangramento um pouco maior pode ocorrer. As biópsias não 
causam dor. 
 Caso seja encontrada alguma alteração nas biópsias realizadas no seu esôfago, que tenha alguma 
importância para sua saúde, você será comunicado. 
 Eu,.................................................................................................., fui informado dos objetivos 
especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informações sobre cada 
procedimento, no qual estarei envolvido, dos desconfortos ou dos riscos previstos, tanto quanto dos benefícios 
esperados, como também fui informado que não receberei remuneração por minha participação na pesquisa. 
Todas as minhas dúvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a 
qualquer momento. Além disso, sei que novas informações obtidas durante o estudo me serão fornecidas e que 
terei liberdade de retirar meu consentimento de participação na pesquisa, face a estas informações.  
 O profissional................................................................................., certificou-me de que as informações 
por mim fornecidas terão caráter confidencial. 
 
 
Local                                                                                                                       ,....../......../.............. 
 
 
 
 
--------------------------------------------------             ----------------------------------------------------------- 
           Assinatura do Paciente                                        Assinatura do Pesquisador 
 
 
Como localizar o pesquisador: 

Dr. Luís Carlos Moreira Antunes–(55)32208739e (55)99758423– Santa Maria RS 

Dr. Renato B. Fagundes (51) 81018818 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os pacientes do Grupo 3  

 

 O câncer de esôfago é uma doença bastante comum no Rio Grande do Sul. As pessoas que já tiveram 
câncer de boca ou de garganta, ou aquelas pessoas que fumam, bebem ou tomam chimarrão diariamente têm 
maior chance de desenvolver o câncer de esôfago. Em algumas regiões do mundo foi encontrada associação do 
câncer de esôfago com o Papilomavírus Humano, o mesmo vírus causador do câncer de colo de útero. 
 Estamos realizando uma pesquisa onde pretendemos investigar se no Rio Grande do Sul a infecção 
pelo Papilomavírus Humano pode aumentar o risco de uma pessoa desenvolver câncer de esôfago. Desta forma 
pretendemos, identificar pessoas que estão sob maior risco de apresentar câncer, antes mesmo de a doença 
aparecer. 
 Para realizar a pesquisa é necessário coletar pequenas amostras da parte interna do seu esôfago 
(biópsias). Isto será realizado durante a endoscopia que você fará. A endoscopia não será feita exclusivamente 
para a pesquisa e sim porque você precisa realizá-la por indicação do seu médico, mas a amostra do esôfago não 
faz parte do seu atendimento e portanto estamos solicitando que você permita que coletamos uma pequana 
amostra de seu esôfago para a pesquisa. 
 Para fazer a endoscopia você precisa estar em jejum de pelo menos 8 a 12 horas. Antes do exame você 
terá sua garganta anestesiada com um spray, em seguida você receberá uma injeção na veia que lhe deixará com 
sono e irá ajuda-lo a tolerar melhor o exame, tendo efeito durante poucas horas. A endoscopia é feita através da 
passagem de uma sonda endoscópica com uma luz e uma câmera na ponta, que permite ver por dentro seu 
esôfago, estômago e o início do intestino. A maioria das pessoas tolera muito bem este exame, que dura de 10 a 
15 minutos. Porém durante a endoscopia você pode apresentar tosse, ânsia de vômito e raramente depressão 
respiratória devido ao sedativo. Raramente sangramentos, reações alérgicas ou perfuração do esôfago podem 
ocorrer, podendo nesses casos ser necessárias transfusões de sangue e/ou cirurgias. Este exame você necessita 
realizar mesmo não participando da pesquisa, pois foi indicado por seu médico. 
 Serão coletadas 2 amostras do seu esôfago. Estes procedimentos aumentam em poucos minutos o 
tempo do exame, podem gerar pequenos sangramentos, e não causam dor. 
 Caso seja encontrada alguma alteração nas biópsias realizadas no seu esôfago, que tenha alguma 
importância para sua saúde, você será comunicado. 
 Eu,.................................................................................................., fui informado dos objetivos 
especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informações sobre cada 
procedimento, no qual estarei envolvido, dos desconfortos ou dos riscos previstos, tanto quanto dos benefícios 
esperados, como também fui informado que não receberei remuneração por minha participação na pesquisa. 
Todas as minhas dúvidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a 
qualquer momento. Além disso, sei que novas informações obtidas durante o estudo me serão fornecidas e que 
terei liberdade de retirar meu consentimento de participação na pesquisa, face a estas informações.  
 O profissional................................................................................., certificou-me de que as informações 
por mim fornecidas terão caráter confidencial. 
 
 
Local                                                                                                                       ,....../......../.............. 
 
 
 
 
--------------------------------------------------             ----------------------------------------------------------- 
           Assinatura do Paciente                                        Assinatura do Pesquisador 
 
 
Como localizar o pesquisador: 

Dr. Luís Carlos Moreira Antunes–(55)32208739 e (55)99758423– Santa Maria RS 

Dr. Renato B. Fagundes (51) 81018818 
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APÊNDICE C 

LOGÍSTICA 

 
 

 

 


