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Abstract
Introduction:  Human  papilloma  virus  is  an  etiological  risk  factor  for  a  subset  of  head  and  neck
squamous  cell  carcinomas.  HPV  has  been  proven  to  be  a  powerful  prognostic  biomarker  for
oropharyngeal  cancer,  but  its  role  in  the  larynx  has  not  been  explored  in  depth.  The  devel-
opmental mechanisms  of  laryngeal  carcinomas  are  quite  complex  and  controlled  by  various
factors. Smoking  and  alcohol  are  most  important  risk  factors.  Recent  studies  indicate  that  HPV
infection also  plays  an  important  role  in  larynx  carcinomas.  HPV  related  laryngeal  carcinomas
especially occur  at  the  supraglottic  region  of  larynx.
Objective:  We  aimed  to  determine  the  frequency  of  HPV/protein16  positivity  in  patients  with
laryngeal carcinoma  and  association  of  HPV  and/or  p16  positivity  with  variables  such  as  age,
sex, smoking  habits,  tumor  localization,  lymph  node  metastasis,  recurrence  and  survival  in
advanced  stage  laryngeal  carcinoma  in  our  study.
Methods:  This  retrospective  study  included  90  patients  with  advanced  laryngeal  carcinoma.  The
Control  group  was  10  normal  larynx  mucosa  specimens.  The  presence  of  HPV  was  investigated

polyclonally  by  polymerase  chain  reaction,  and  protein16  with  immunohistochemical  method.
In HPV  positive  cases,  the  presence  of  HPV  types  16,  18  were  evaluated  by  polymerase  chain
reaction.  Demographic  features  of  patients  were  noted.  Patient  survival  and  association  with
HPV/protein16  was  determined.
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Results:  Polyclonal  HPV  positivity  was  detected  in  11  (12.2%)  of  90  cases.  Out  of  these  11  cases,
HPV 16  was  positive  in  6,  HPV  18  in  4,  and  both  HPV  16  and  18  were  positive  in  1.  In  18  (20%)
of the  cases,  p16  was  positive.  Six  of  the  cases  (6.6%)  had  both  HPV  and  protein16  positivity.  In
cases where  protein16  alone  or  HPV  and  protein16  were  co-positive,  alcohol  use  was  less  and
the tumor  was  found  more  likely  to  be  localized  in  the  supraglottic  area.  These  ratios  were
statistically  significant.  Supraglottic  localization  of  tumor  was  determined  to  be  increased  in
protein16 positive  cases.  The  correlation  between  protein16  positivity  and  supraglottic  area
location was  determined  to  be  statistically  significant  (p  =  0.011).  55.6%  of  protein16  positive
cases was  located  in  the  supraglottic  region,  33.3%  was  glottic  and  11.1%  was  transglottic.
Although life  expectancy  over  5  years  were  numerically  higher  in  HPV  and  protein16  positive
cases, this  was  not  found  to  be  statistically  significant.  There  was  no  statistically  significant
relationship  between  HPV  positivity  and  mean  age,  differentiation,  smoking  and  alcohol  use,
tumor progression,  lymph  node  metastasis,  localization,  recurrence,  cause  of  mortality  and
treatment  methods  in  our  study.  The  mean  follow-up  period  of  our  patients  was  6.7  years.
Conclusion:  The  close  relationship  between  HPV  and  oropharyngeal  squamous  cell  carcinoma
could not  be  shown  in  larynx  malignancy  in  many  studies,  including  our  study.  Our  findings
support a  limited  role  of  HPV  in  laryngeal  carcinogenesis.  Protein16  is  not  a  reliable  surrogate
for HPV  status  in  laryngeal  cancers  and  is  not  a  predictor  of  laryngeal  cancer  survival.  Supra-
glottic localization  of  tumor  was  determined  to  be  increased  in  protein16  positive  cases.  The
correlation  between  protein16  positivity  and  supraglottic  area  location  was  determined  to  be
statistically  significant.  There  is  a  need  for  more  populated  clinical  trials,  where  neoplastic
proliferation  is  better  demonstrated  and  the  accuracy  of  the  results  obtained  is  supported  by
different techniques.
©  2019  Associação  Brasileira  de  Otorrinolaringologia  e  Cirurgia  Cérvico-Facial.  Published
by Elsevier  Editora  Ltda.  This  is  an  open  access  article  under  the  CC  BY  license  (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Avaliação  da  expressão  do  HPV  16,  HPV  18,  e  p16  em  pacientes  com  câncer  de
laringe  em  estágio  avançado e  significado  prognóstico

Resumo
Introdução:  O  papilomavírus  humano  é  um  fator  de  risco  etiológico  para  um  subconjunto  de
carcinoma  espinocelular  de  cabeça  e  pescoço.  Tem  sido  demonstrado  que  o  HPV  é  um  poderoso
biomarcador  prognóstico  para  o  câncer  de  orofaringe,  mas  seu  papel  na  laringe  ainda  não  foi
explorado  em  profundidade.  Os  mecanismos  de  desenvolvimento  dos  carcinomas  de  laringe  são
bastante  complexos  e  controlados  por  vários  fatores.  Tabagismo  e  álcool  são  os  fatores  de  risco
mais importantes.  Estudos  recentes  indicam  que  a  infecção  pelo  HPV  também  desempenha
um papel  importante  nos  carcinomas  da  laringe.  Os  carcinomas  laríngeos  relacionados  ao  HPV
ocorrem especialmente  na  região  supraglótica.
Objetivo:  Nosso  objetivo  foi  determinar  a  frequência  da  positividade  para  o  HPV  /  proteína  16
em pacientes  com  carcinoma  da  laringe  e  a  associação  da  positividade  para  o  HPV  e  /ou  proteína
16 com  variáveis  como  idade,  sexo,  tabagismo,  localização  do  tumor,  metástase  linfonodal,
recidiva e  sobrevivência  de  carcinoma  da  laringe  em  estágio  avançado  em  nosso  estudo.
Método: Este  estudo  retrospectivo  incluiu  90  pacientes  com  carcinoma  laríngeo  avançado.  O
grupo controle  incluiu  10  amostras  de  mucosa  laríngea  normal.  A  presença  de  HPV  foi  inves-
tigada por  anticorpo  policlonal  através  de  reação  de  polimerase  em  cadeia  e  a  proteína  16  por
método imunohistoquímico.  Nos  casos  positivos  para  o  HPV,  a  presença  dos  tipos  16  e  18  do  foi
avaliada por  reação  de  polimerase  em  cadeia.  As  características  demográficas  dos  pacientes
foram observadas.  A  sobrevida  dos  pacientes  e  a  associação  com  HPV  /  proteína  16  foram
determinadas.
Resultados:  A  positividade  com  anticorpo  policlonal  do  HPV  foi  detectada  em  11  (12,2%)  dos  90
casos. Desses  11  casos,  o  HPV  16  foi  positivo  em  6,  o  HPV  18  em  4  e  o  HPV  16  e  18  foram  positivos
em 1.  Em  18  (20%)  dos  casos,  a  proteína  16  foi  positiva.  Seis  dos  casos  (6,6%)  apresentaram
positividade  para  HPV  e  proteína16.  Nos  casos  positivos  apenas  para  a  proteína  16  ou  quando  HPV
e a  proteína  16  foram  co-positivos,  a  ingestão  de  álcool  foi  menor  e  o  tumor  apresentou  maior
probabilidade  de  estar  localizado  na  área  supraglótica.  Essas  proporções  foram  estatisticamente
significantes.  A  localização  supraglótica  do  tumor  foi  maior  em  casos  positivos  para  proteína
16. A  correlação  entre  positividade  para  proteína  16  e  localização  da  área  supraglótica  foi
estatisticamente  significante  (p  =  0,011).  Dos  casos  positivos  para  proteína  16,  55,6%  foram
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supraglóticos,  33,3%  glóticos  e  11,1%  transglóticos.  Embora  a  expectativa  de  vida  acima  de  5
anos tenha  sido  numericamente  maior  nos  casos  positivos  para  HPV  e  proteína  16,  isso  não  foi
estatisticamente  significante.  Não  houve  relação  estatisticamente  significante  entre  positivi-
dade do  HPV  e  média  de  idade,  diferenciação,  tabagismo  e  uso  de  álcool,  progressão  tumoral,
metástase linfonodal,  localização,  recidiva,  causa  de  mortalidade  e  métodos  de  tratamento  em
nosso estudo.  O  período  médio  de  seguimento  de  nossos  pacientes  foi  de  6,7  anos.
Conclusão: A  estreita  relação  entre  HPV  e  carcinoma  espinocelular  orofaríngeo  não  pôde  ser
demonstrada  na  laringe  em  muitos  estudos,  inclusive  no  nosso  estudo.  Nossos  achados  confir-
mam um  papel  limitado  do  HPV  na  carcinogênese  da  laringe.  A  proteína  16  não  é  um  substituto
confiável para  o  status  do  HPV  nos  cânceres  de  laringe  e  não  é  preditor  da  sobrevida  do
câncer de  laringe.  A  localização  supraglótica  do  tumor  foi  maior  em  casos  positivos  para  pro-
teína16. A  correlação  entre  positividade  para  proteína  16  e  localização  na  área  supraglótica
foi determinada  como  estatisticamente  significante.  Há  necessidade  de  ensaios  clínicos  com
amostras  maiores,  nos  quais  a  proliferação  neoplásica  seja  melhor  demonstrada  e  a  precisão
dos resultados  obtidos  seja  apoiada  por  diferentes  técnicas.
© 2019  Associação  Brasileira  de  Otorrinolaringologia  e  Cirurgia  Cérvico-Facial.  Publicado
por Elsevier  Editora  Ltda.  Este

ses/

q
d
é
a
e
a
r

A

T
f
i
f
m
a
t
d
m
d
i
(
1
p
p
d
l
p
c

T

P
e
d
g

Análise  estatística
creativecommons.org/licen

Introdução

O  câncer  de  laringe  compreende  mais  de  3%  de  todos  os
tumores  malignos  e  foi  determinado  como  o  sexto  tipo  de
câncer  mais  comum  em  todo  o  mundo.1 Aproximadamente
151.000  novos  diagnósticos  e  90.000  mortes  são  relatadas
anualmente  devido  ao  câncer  de  laringe.2 Mais  de  95%  dos
casos  de  câncer  de  laringe  são  carcinomas  espinocelulares.1

Os  fatores  mais  efetivos  na  sobrevida  e  recidiva  da  doença
são  idade,  estágio  do  tumor  e  comprometimento  de  linfono-
dos;  entretanto,  nos  últimos  anos,  fatores  etiológicos  têm
mostrado  sua  importância  no  desenvolvimento  e  prognóstico
do  tumor.3 Como  na  maioria  dos  casos  de  câncer  de  cabeça e
pescoço,  os  fatores  de  risco  mais  importantes  no  desenvolvi-
mento  desses  tumores  são  o  tabagismo  e  o  abuso  de  álcool.4

Estudos  recentes  demonstram  que  o  papilomavírus  humano
(HPV,  Human  Papillomavirus)  também  pode  ter  um  papel  na
etiologia  do  carcinoma  espinocelular  (CEC)  da  laringe.5---8 Foi
relatado  que  a  prevalência  do  HPV  no  carcinoma  espinoce-
lular  da  laringe  varia  entre  20%  e  30%  nas  metanálises.9,10

O  tipo  de  HPV  mais  frequentemente  isolado  nos  cânceres
de  laringe  é  o  tipo  16,  seguido  pelo  HPV  18.9,11 A  proteína16
(p16)  é  um  importante  gene  supressor  no  mecanismo  de  con-
trole  do  ciclo  celular.  Normalmente,  p16  está  presente  em
níveis  muito  baixos  nas  células  sem  displasia  e  não  pode  ser
determinada  com  métodos  imuno-histoquímicos.12 Devido  à
atividade  transformadora  do  oncogene  E7  em  todos  os  tipos
de  HPV  de  alto  risco,  a  p16  mostra  forte  superexpressão
nas  células  cervicais  displásicas  e  isso  pode  ser  facilmente
demonstrado  por  métodos  imuno-histoquímicos.13 Conjun-
tamente,  a  alta  expressão  de  p16  e  a  positividade  do  HPV
mostram  alta  correlação  como  indicadores  de  infecção.14

O  objetivo  deste  estudo  foi  avaliar  o  efeito  das  infecções  por
HPV  tipos  16  e  18  e  a  expressão  de  p16  em  pacientes  com
câncer  de  laringe  em  estágio  avançado  e  sua  contribuição
prognóstica.
Método

Noventa  pacientes  diagnosticados  com  carcinoma  espino-
celular  da  laringe  em  estágio  avançado  no  Departamento
de  Otorrinolaringologia  da  Cukurova  University  School  of
Medicine  entre  janeiro  de  2006  e  dezembro  de  2011,
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ue  não  tinham  recebido  tratamento  antes,  foram  incluí-
os  no  estudo.  Este  estudo  foi  aprovado  pelo  comitê  de
tica  institucional  da  Universidade  Cukurova  (número  de
provação:  20/48/2015).  Casos  com  câncer  de  laringe  em
stágio  inicial,  casos  que  foram  diagnosticados  e  tratados
nteriormente  e  casos  que  não  puderam  ser  acompanhados
egularmente  foram  excluídos  do  estudo.

valiação  imuno-histoquímica  para  p16

ecidos  de  biópsia  embebidos  em  parafina  e  fixados  em
ormaldeído  foram  usados  com  o método  de  coloração
muno-histoquímica  para  p16  e  10  tecidos  laríngeos  normais
oram  usados  no  grupo  controle.  Os  tecidos  fixados  em  for-
aldeído  a 10%  foram  colocadas  em  blocos  para  processo  de

valiação  tecidual  e  as  amostras  foram  preparadas  em  cor-
es  transversais  seriais  de  5  mícrons  e  coradas  pelo  método
e  hematoxilina-eosina  (HE).  Elas  foram  examinadas  em  um
icroscópio  óptico.  Os  cortes  histológicos  foram  transferi-
os  para  lâminas  de  polilisina  específicas  para  a  coloração
muno-histoquímica.  Para  a  reação de  polimerase  em  cadeia
PCR,  Polymerase  Chain  Reaction)  foram  amostrados  5  a
0  cortes  de  5  �. Para  os  casos  retirados  do  grupo  de  estudo,
16  (Ventana,  760-500)  foi  aplicado  aos  cortes  transversais
reparados  a  partir  de  blocos  de  parafina  com  o  método
a  estreptavidina-biotina-peroxidase.  A  mucosa  normal  da
aringe  foi  usada  para  todos  os  anticorpos  como  controle
ositivo.  As  amostras  preparadas  foram  avaliadas  em  micros-
ópio  óptico.

ipologia  do  HPV

rimeiramente,  foram  feitos  estudos  policlonais  do  HPV  e,
m  seguida,  estudos  do  HPV  16  e  18  nos  cortes  transversais
os  casos  preparados  a  partir  de  blocos  de  parafina.  Os  tipos
erais  de  HPV  16  e  18  foram  estudados  com  o método  de  PCR.
 software  IBM  SPSS  Statistics  Versão  20.0  foi  usado  na
nálise  estatística  dos  casos.  As  medidas  categóricas  foram
esumidas  em  número  e  porcentagem  e  as  medidas  numéri-
as  como  média  e  desvio-padrão.  As  estatísticas  do  teste  do
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significantemente  melhor  em  comparação  aos  negati-
54  

ui-quadrado  foram  usadas  na  comparação  de  medidas  cate-
óricas  entre  os  grupos.  O  teste  t  independente  foi  usado
a  comparação  de  medidas  numéricas  entre  os  grupos.  O
este  de  McNemar  foi  usado  para  examinar  a  concordância
ntre  HPV  e  P16.  O  nível  estatisticamente  significante  foi
stabelecido  como  0,05  em  todos  os  testes.15

esultados

os  casos,  84  (93,3%)  eram  do  sexo  masculino  e  6  (6,7%)
o  feminino.  A  média  de  idade  foi  de  59,9  +  10,8  (26---83)

 46  dos  casos  eram  bem  diferenciados  (51,1%),  28  (31,1%)
oderadamente  diferenciados  e  16  (17,8%)  pouco  diferen-

iados.  Dos  tumores,  44  (48,9%)  apresentavam  localização
lótica,  24  (26,7%)  supraglótica  e  22  (24,4%)  transglótica.
oram  acompanhados  60  casos  (66,7%)  com  classificação
3  e  30  casos  (33,3%)  com  classificação  T4.  A  metástase

infonodal  (LN)  foi  determinada  em  29  (32,2%)  pacientes.
nquanto  todos  os  pacientes  incluídos  no  estudo  tinham  his-
órico  de  tabagismo,  52  casos  (57,8%)  foram  identificados
omo  usuários  regulares  de  álcool.  Determinou-se  que  27
asos  (30%)  apresentaram  recidiva,  enquanto  nenhuma  reci-
iva  foi  identificada  em  63  casos  (70%).  Nove  casos  (10%)
oram  submetidos  apenas  a  cirurgia  como  tratamento  pri-
ário,  enquanto  40  (44,4%)  foram  submetidos  a  radiação

djuvante  pós-operatória,  28  (31,1%)  a  quimiorradioterapia
djuvante  pós-operatória  e  13  (14,4%)  a  quimiorradiotera-
ia  apenas,  sem  cirurgia.  O  período  médio  de  seguimento
oi  de  6,7  anos  em  nossos  pacientes.  Dos  casos,  53  (58,9%)
iveram  sobrevida  acima  de  5  anos  e  37  (41,1%)  5  anos  ou
enos.  Dos  37  pacientes  que  foram  a  óbito,  21  (56,8%)  foram

 óbito  devido  ao  câncer  de  laringe  e  16  (43,2%)  morreram
or  outras  razões,  como  comprometimento  cerebrovascular,
oença  arterial  coronariana  e  pneumonia.

Onze  casos  (12,2%)  apresentaram  positividade  policlo-
al  do  HPV  com  o  método  de  PCR.  O  HPV  16  foi  positivo
m  6  desses  11  casos  (54,5%),  o  HPV  18  foi  positivo  em  4
36,4%)  e  o  HPV  16  e  18  foram  positivos  em  um  caso  (9,1%).  O
16,  que  foi  determinado  pelo  método  de  coloração  imuno-
histoquímica,  foi  positivo  em  18  casos  (20%)  e  6  casos  (6,6%)
presentaram  positividade  para  HPV  e  p16.  Foi  determinado
ue  a  relação entre  os  resultados  do  teste  para  o  HPV  e  o
16  era  de  não  conformidade.

Em  nosso  estudo,  o  número  de  casos  com  localização
upraglótica  do  tumor  foi  maior  nos  casos  positivos  para  p16.

 correlação  entre  a  positividade  para  p16  e  localização
upraglótica  foi  estatisticamente  significante  (p  =  0,011);
5,6%  dos  casos  positivos  para  p16  foram  supraglóticos,
3,3%  glóticos  e  11,1%  transglóticos.  Em  casos  com  positivi-
ade  para  HPV  ou  p16  isoladamente,  ou  ambos,  a  localização
o  tumor  na  área  supraglótica  foi  maior.  A  correlação  entre

 positividade  para  HPV  ou  p16  isoladamente  ou  ambos  e
 localização  do  tumor  na  área  supraglótica  foi  determi-
ada  como  estatisticamente  significativa  (p  =  0,008).  Desses
asos,  52,2%  eram  supraglóticos,  34,8%  glóticos  e  13%
ransglóticos.  O  consumo  de  álcool  foi  determinado  como
enor  nos  casos  positivos  para  p16.  A  correlação  entre  posi-

ividade  para  p16  e  de  consumo  álcool  foi  estatisticamente
ignificante  (p  =  0,004).  Dos  casos  positivos  para  p16,  72,2%
ão  consumiam  álcool  e  27,8%  consumiam.  Também  foi

eterminado  que  o  consumo  de  álcool  era  menor  nos  casos
ositivos  para  HPV  e  p16.  A  correlação  entre  positividade
ara  HPV  e  p16  e  consumo  de  álcool  foi  estatisticamente
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ignificante  (p  =  0,009).  Dos  casos  positivos  para  HPV  e  p16,
4,7%não  consumiam  álcool,  enquanto  33,3%  consumiam.

Não  foi  determinada  relação estatisticamente  signifi-
ante  entre  positividade  para  HPV  e  p16  e  média  de  idade,
iferenciação,  tabagismo,  estágio,  metástase  de  LN,  reci-
iva,  causa  de  morte  e  métodos  de  tratamento  (tabela  1).

A  sobrevida  em  cinco  anos  dos  casos  de  CEC  da  laringe  em
stágio  avançado  em  nosso  estudo  foi  de  57,8%.  Enquanto

 sobrevida  em  cinco  anos  dos  casos  positivos  para  o  HPV
oi  de  63,6%,  essa  taxa  foi  de  57%  nos  casos  negativos  para

 HPV.  A  sobrevida  em  cinco  anos  dos  casos  positivos  para
16  foi  de  72,2%,  enquanto  foi  de  54,2%  nos  casos  negativos
ara  p16.  Embora  a sobrevida  em  5  anos  tenha  sido  maior
os  casos  positivos  para  HPV  e/ou  p16,  esse  valor  não  foi
statisticamente  significante  (fig.  1).

iscussão

abagismo  e  consumo  de  álcool  são  fatores  de  risco  funda-
entais  para  a  etiologia  do  CEC  de  laringe.  O  HPV  é  um  fator
e  risco  independente  do  consumo  de  tabaco  e  álcool.  Exis-
em  estudos  que  mostram  aumento  da  incidência  de  HPV  em
acientes  que  não  fazem  consumo  de  cigarro  e  álcool.16,17

oi  relatado  que  a  taxa  de  detecção  de  HPV  nos  casos  de  CEC
e  laringe  está  dentro  da  ampla  faixa  de  0%  a  85%  nos  estu-
os  feitos.8,18,19 O  motivo  dessa  ampla  variação  é  a  seleção
e  pacientes,  diferenças  geográficas,  uso  de  álcool  e  taba-
ismo,  localização  do  tumor  e  diferenças  nos  testes  diagnós-
icos  do  HPV.  Na  metanálise  feita  por  Li  et  al.,  a  infecção
elo  HPV  foi  determinada  em  28%  dos  casos  e  uma  forte
orrelação  foi  detectada  entre  o  HPV  e  o  CEC  de  laringe.19

oi  demonstrado  em  estudos  clínicos  que  o  HPV  desempe-
ha  um  papel  significante,  particularmente  na  patogênese
o  CEC  de  laringe  por  HPV-16.20 A  positividade  para  o  HPV
oi  determinada  em  5%  na  Alemanha,  4%  na  França e  23%
os  EUA.20 Onze  (12,2%)  de  90  pacientes  em  nosso  estudo
ram  positivos  para  HPV.  Seis  dos  casos  positivos  para  o  HPV
54,5%)  foram  considerados  positivos  para  p16.

Em  um  estudo  feito  por  Ndiaye  et  al.,  649  (22,1%)  de
.739  casos  de  CEC  de  laringe  apresentaram  positividade
ara  o  HPV.21 Nenhuma  relação significante  foi  determinada
ntre  a  prevalência  de  HPV,  consumo  de  álcool  e  sexo  no
esmo  estudo.  Foi  demonstrado  que  a  positividade  para  o
PV  era  maior  em  pessoas  que  não  eram  tabagistas  e  não
onsumiam  álcool;  no  entanto,  isso  não  foi  estatisticamente
ignificante.  Em  relação à  localização  do  tumor,  30%  dos
asos  positivos  para  HPV  eram  supraglóticos  e  34%  glóticos.
m  um  estudo,  33  dos  674  casos  de  CEC  de  laringe  (4,9%)
presentaram  positividade  para  o  HPV.16 A  positividade  para

 HPV  foi  estatisticamente  maior  em  pessoas  que  não  usavam
igarro  e  álcool  e  pessoas  com  massas  na  área  supragló-
ica.  Da  mesma  forma,  foi  determinado  em  nosso  estudo
ue  a  positividade  para  o  HPV  era  maior  em  pessoas  que
ão  faziam  uso  de  cigarro  e  álcool  e  pessoas  com  tumores
a  área  supraglótica.  Além  disso,  a  positividade  para  o  HPV  e
16  foi  estatisticamente  significante  em  relação ao  consumo
e  álcool  e  localização  do  tumor  (localização  supraglótica).

Embora  os  casos  positivos  para  o  HPV  na  área
a  orofaringe  tenham  apresentado  um  prognóstico
os  para  o  HPV  na  maioria  dos  estudos,  isso  não  foi
omprovado  nos  casos  de  câncer  de  cabeça e  pescoço não
rofaríngeos  (CEC-NO).17,22 No  estudo  feito  por  Duray  et  al.,
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Tabela  1  Associação  entre  positividade  para  HPV  e  a  proteína  16  e  parâmetros  clínicos

Ambos  positivos  Apenas  um  positivo  Ambos  negativos  p

Idade  58,83  (12,281)  57,41  (10,063)  60,70  (10,909)  0,520
Diferenciação 0,840

Bem diferenciado  2  (33,3%)  8  (47,1%)  36  (53,7%)
Moderadamente  diferenciado  2  (33,3%)  6  (35,3%)  20  (29,9%)
Mal diferenciado  2  (33,3%)  3  (17,6%)  11  (16,4%)

Localização 0,027
Glótico 3  (50,0%)  5  (29,4%)  36  (53,7%)
Supraglótico  2  (33,3%) 10  (58,8%)  12  (17,9%)
Transglótico 1  (16,6%) 2  (11,8%) 19  (28,4%)

Estágio 0,468
T3 3  (50,0%) 13  (76,5%) 44  (65,7%)
T4 3  (50,0%)  4  (23,5%)  23  (34,3%)

Metástase  de  linfonodo  0,589
Positiva 3 (50,0%) 6  (35,3%)  20  (29,9%)
Negativa 3  (50,0%) 11  (64,7%)  47  (70,1%)

Uso de  cigarros  (maços/ano) 57,50  (23,187) 41,47  (14,975)  49,03  (17,061)  0,105
Uso de  álcool 0,009

Com  uso 2  (33,3%) 5  (29,4%) 45  (67,2%)
Sem uso 4  (64,7%) 12  (70,6%) 22  (22,8%)

Tratamento 0,687
Cirurgia 0  (0,0%) 3  (17,6%) 6  (9,0%)
Cirurgia+Radioterapia  2  (33,3%) 8  (47,1%) 30  (44,8%)
Cirurgia+Quimiorradioterapia  2  (33,3%) 4  (23,5%) 22  (32,8%)
Quimiorradioterapia  2  (33,3%)  2  (11,8%)  9  (13,4%)

Recidiva 0,291
+ 3  (50,0%)  3  (17,6%)  21  (31,3%)
--- 3  (50,0%)  14  (82,4%)  46  (68,7%)

Causa da  morte  0,128
Cancer de  laringe  1  (33,3%)  3  (100,0%)  17  (54,8%)
Outra 2  (66,7%)  0  (0,0%)  14  (45,2%)
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Figura  1  Correlação  entre  positividade  para  H

nenhuma  diferença  significante  foi  relatada  nos  casos  HPV
positivos  e negativos  para  CEC  de  laringe  em  relação ao
tabagismo,  idade,  estágio,  diferenciação,  recidiva  e  sobre-
vida.  Diferentemente  de  outros  estudos,  os  casos  de  CEC  de
laringe  em  estágio  IV  demonstraram  ter  maior  positividade
para  o  HPV  em  comparação  com  os  casos  em  estágio  I  e  II
no  mesmo  estudo.23 Um  estudo  similar  de  Meshman  et  al.
mostrou  que  a  expressão  de  p16  e  a  presença de  HPV  nos

carcinomas  da  laringe  e  hipofaringe  não  têm  correlação  com
a  sobrevida  global  e  o  controle  locorregional.24 Em  nosso
estudo,  nenhuma  relação estatisticamente  significante  foi
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a)  e  a  proteína  p16  (b)  e  sobrevida  em  5  anos.

eterminada  entre  a  positividade  para  o  HPV  e  p16  e  média
e  idade,  diferenciação,  tabagismo,  estágio,  metástase  de
N,  recidiva,  causa  de  morte  e  métodos  de  tratamento.

Morshad  et  al.  fizeram  um  dos  maiores  estudos  sobre
âncer  de  laringe  associado  ao  HPV.  Neste  estudo,  nenhuma
iferença  significante  foi  determinada  em  relação à  sobre-
ida  entre  pacientes  positivos  e  negativos  para  o  HPV  no
eguimento  de  3  e  5  anos  após  o  diagnóstico.25 O  seguimento

édio  dos  casos  em  nosso  estudo  foi  de  6,7  anos.  A  taxa  de

obrevida  em  cinco  anos  foi  de  57,8%  e  essa  taxa  foi  de  63,6%
os  casos  positivos  para  HPV  e  57%  nos  casos  negativos.
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A  taxa  de  positividade  para  p16  nos  casos  de  câncer  de
aringe  varia  de  1%  a  58%  na  literatura.  No  estudo  feito  por  Xu
t  al.,  51  de  674  casos  de  CEC  de  laringe  (7,57%)  mostraram
ositividade  para  p16,  enquanto  Chung  et  al.  obtiveram  uma
axa  de  positividade  para  p16  em  11  dos  140  casos  de  CEC
e  laringe  (7,8%)  e  Kanyılmaz  et  al.  relataram  positividade
ara  p16  em  58  (44%)  dos  131  casos  de  CEC  de  laringe.16,26,27

m  nosso  estudo,  18  de  90  pacientes  (20%)  eram  positivos
ara  p16.

Estudos  mostram  que  o  consumo  de  cigarro  e  álcool  é
enor  nos  casos  positivos  para  p16.16,17,27 No  estudo  feito
or  David  et  al.,  6  dos  8  casos  de  não  fumantes  eram  posi-
ivos  para  p16  e  isso  foi  avaliado  como  estatisticamente
ignificante.28 No  mesmo  estudo,  afirmou-se  que  o  p16  pode
er  um  indicador  imuno-histoquímico  adequado  em  casos  de
âncer  de  laringe  em  não  fumantes.  Em  nosso  estudo,  13  dos
8  casos  (72,2%)  que  foram  considerados  positivos  para  p16
ão  consumiam  álcool.  Este  resultado  mostrou  ser  estatisti-
amente  significante.  Todos  os  pacientes  positivos  para  p16
ram  fumantes.

Há  vários  estudos  na  literatura  sobre  a  positividade
ara  p16  e  localização  do  tumor.  Xu  et  al.  relataram  que

 positividade  para  p16  foi  significantemente  maior  nos
asos  supraglóticos  em  seu  estudo.16 Embora  essa  relação
enha  sido  determinada  em  outros  estudos,  não  foi  possível
emonstrar  uma  diferença  significante.27---29 Dez  (55,6%)  de
8  casos  positivos  para  p16  em  nosso  estudo  apresentava
ocalização  supraglótica  e  esse  valor  foi  estatisticamente
ignificante.

Enquanto  alguns  autores  associaram  a  presença de  p16  no
EC  de  laringe  a  um  bom  prognóstico,  a  negatividade  para  o
16  foi  associada  a  um  mau  prognóstico  e  recidiva.26,27,30

eisler  et  al.,  em  estudo  que  incluiu  190  pacientes  com
EC  de  laringe,  relataram  que  a  presença  de  p53  mostrou
orrelação  com  mau  prognóstico,  enquanto  a  expressão  de
16  não  esteve  associada  ao  prognóstico.31 Em  nosso  estudo,

 taxa  de  sobrevida  em  5 anos  dos  casos  negativos  para  p16
oi  de  54,2%,  enquanto  a  taxa  de  sobrevida  em  5  anos  dos
asos  positivos  foi  de  72,2%.  Embora  a  sobrevida  dos  casos
ositivos  para  p16  tenha  sido  melhor,  não  foi  estatistica-
ente  significante.
No  estudo  feito  na  presença  de  recidiva  por  David  et  al.,

 de  58  casos  de  CEC  de  laringe  (13,8%)  apresentaram
ecidiva  três  anos  após  o  diagnóstico.  Foi  reportado  que
odos  os  casos  recorrentes  apresentavam  negatividade  para
16.28 Em  outro  estudo,  enquanto  a  positividade  para  p16
ostrou  prognóstico  significativamente  bom  no  carcinoma

spinocelular  (CEC)  orofaríngeo,  essa  significância  não  foi
emonstrada  no  CEC  de  laringe.17 Em  nosso  estudo,  5  dos  18
asos  positivos  para  p16  (27,8%)  apresentaram  recidiva  em

 anos.  A  relação entre  positividade  para  p16  e  recidiva  não
oi  estatisticamente  significante.

Embora  tenha  sido  demonstrada  uma  relação entre  a
ositividade  para  p16  no  CEC  orofaríngeo  e  o  baixo  estágio

 e  metástase  de  linfonodo  (LN),  essa  relação não  pôde  ser
emonstrada  nos  casos  de  CEC  de  laringe.32 Uma  relação
ignificante  foi  determinada  entre  p16,  sexo  feminino  e
resença  de  metástase  de  LN,  mas  nenhuma  relação signi-

cante  foi  encontrada  com  outras  características  clínicas  e
emográficas  no  estudo  de  Young  et  al.29 Em  nosso  estudo,  8
os  18  casos  positivos  para  p16  (44,4%)  mostraram  metás-
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ase  de  LN,  mas  esse  resultado  não  foi  estatisticamente
ignificante.  Também  não  foi  determinada  relação entre
ositividade  para  p16,  gênero  e  diferenciação do  tumor.

A  positividade  para  p16  é  um  indicador  importante
o  diagnóstico  da  infecção pelo  HPV.  Em  métodos  mais
vançados  e  sensíveis,  resultados  diferentes  podem  ser
emonstrados  na  correlação  do  HPV-p16.  Em  um  estudo,  o
PV  era  positivo  em  33  dos  674  casos  de  CEC  de  laringe,
nquanto  o  p16  foi  positivo  em  51.  Todos  os  casos  positivos
ara  o  HPV  também  foram  positivos  para  p16  e  a  sensibili-
ade  para  p16  foi  de  100%  e  a  especificidade  para  p16  foi
e  65%.16 Esses  resultados  são  semelhantes  aos  do  estudo
e  Smeets  et  al.  (sensibilidade  para  p16  de  100%,  especi-
cidade  para  p16  de  79%).33 Em  nossos  resultados,  p16  foi
ositivo  em  6  de  11  casos  positivos  para  HPV.  A  sensibili-
ade  para  p16  foi  de  54,5%  e  a especificidade  para  p16  foi
e  84,8%.  Nenhuma  correlação  estatisticamente  significante
oi  determinada  entre  p16  e  HPV.

Embora  tenha  sido  demonstrado  que  a  positividade  para
PV  e  p16  proporcionou  um  melhor  prognóstico  no  CEC  oro-

aríngeo,  nenhum  resultado  significante  pode  ser  obtido  em
elação  às  causas  de  CEC  da  laringe,  devido  ao  baixo  número
e  casos  positivos  para  HPV  e  p16.34 A  positividade  para  p16

 HPV  mostra  prognóstico  significantemente  melhor  no  CEC-
NO.  No  estudo  feito  por  Lewis  et  al.,  demonstrou-se  que  não
ouve  relação significante  entre  os  casos  de  HPV(---)/p16  (+)

 casos  de  HPV(+)/p16  (+),  que  esses  casos  apresentaram
elhor  prognóstico  em  comparação  ao  HPV(---)  /  p16  (---)  e
ue  essa  expressão  de  p16  pode  ser  um  indicador  de  bom
rognóstico.35 Observamos  que  os  casos  positivos  para  HPV

 p16  apresentaram  menor  recidiva  e  sobrevida  mais  longa,
as  isso  não  foi  estatisticamente  significante.

onclusão

tualmente,  a  opinião  aceita  para  oncogênese  é  que  deve
aver  uma  interação  recíproca  entre  diferentes  fatores
oleculares  para  a  formação  do  tumor.  Esses  fatores  são

s  proto-oncogenes,  genes  supressores  de  tumor  e  alguns
ncogenes  virais  que  regulam  a  proliferação,  apoptose  e
iferenciação  celular.  Entretanto,  devido  a  vários  fatores
omo  o  tipo  de  célula,  ambiente  celular  e  antecedentes
enéticos,  é  difícil  estimar  o  processo  de  progresso  após  o
nício  da  atividade  de  carcinogênese.

A  estreita  relação entre  HPV  e  CEC  orofaríngeo  não  pôde
er  demonstrada  na  laringe  em  muitos  estudos,  inclusive  o
osso.  Nossos  achados  confirmam  que  p16  não  é  um  substi-
uto  confiável  para  o  status  do  HPV  no  câncer  de  laringe

 não  é  um  preditor  de  sobrevida  no  câncer  de  laringe.
bservou-se  que  a  localização  supraglótica  do  tumor  foi
aior  em  casos  positivos  para  p16.  A  correlação  entre  posi-

ividade  para  p16  e  localização  na  área  supraglótica  foi
eterminada  como  estatisticamente  significante.  Maiores
studos  sobre  a  positividade  para  HPV  e  p16  no  câncer  de
aringe  serão  mais  úteis  para  o  tratamento,  acompanha-
ento  e  prognóstico  dos  pacientes.
inanciamento

undo  de  Projetos  de  Pesquisa  Científica  da  Cukurova  Uni-
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