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Inverted papilloma; Introduction: Sinonasal inverted papilloma constitute relevant therapeutic problem due to des-
Sinonasal tumors; tructive character of growth, tendency to recur and the possibility of malignant transformation.
p16; Therefore, many attempts to identify risk factors for inverted papilloma occurrence have been
HPV; undertaken, as well as research to find markers that would allow for the earlier detection of
Malignant tumors and the application of adequate therapy. A widely known risk factor of inverted papil-
transformation; loma is HPV infection. One of the markers of HPV infection and the ongoing effect of this change
Recurrences (although arousing some controversy) is the expression of the p16 protein.

Objective: The aim of the study was to analyze the correlation between the expression of
p16 as a surrogate of HPV infection in analyzed histopathological material and epidemiological
variables, recurrences or malignant transformation.

Methods: The retrospective study includes a group of 53 patients (18 women and 35 men) under-
going treatment for sinonasal inverted papilloma in the period of 2002-2012. The intensity of
the p16 protein in histopathological material was scored as: 0-no expression, 1-diffuse expres-
sion (borderline) and 2-positive expression; or 0-no expression/diffuse expression (borderline);
1-positive expression. The Ethics Committee agreement was obtained (1089/12; 245/13).
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Results and conclusion: There was no statistically significant relationship between the expres-
sion of p16 and the age of patients, cigarette smoking, tumor location, tumor staging according
to the Krouse and Cannady classification, the presence of dysplasia or the occurrence of relapse.
© 2017 Associacdo 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/).

Analise da expressao da proteina p16 em um grupo de 53 pacientes tratados
para papiloma invertido nasossinusal

Resumo

Introdugdo: Papiloma invertido nasossinusal constitui um problema terapéutico relevante
devido ao carater destrutivo do crescimento, a tendéncia a recorréncia e a possibilidade de
transformacao maligna. Assim, muitas tentativas tém sido realizadas para identificar fatores
de risco para ocorréncia de papiloma invertido, bem como pesquisas para encontrar marcadores
que permitam a deteccao precoce de tumores e a utilizacao de terapia adequada. Um fator de
risco amplamente conhecido de papiloma invertido € a infeccao pelo HPV. Um dos marcadores
da infeccdo por HPV e do efeito continuo dessa alteracao (embora suscite alguma controvérsia)
€ a expressao da proteina p16.

Objetivo: Analisar a correlacao entre a expressao de p16 como um substituto da infeccao
pelo HPV no material histopatologico analisado e as variaveis epidemiologicas, recorréncias
ou transformacao maligna.

Método: O estudo retrospectivo inclui um grupo de 53 pacientes (18 mulheres e 35 homens)
submetidos a tratamento para papiloma invertido nasossinusal de 2002 a 2012. A intensidade da
expressao da proteina p16 no material histopatologico foi pontuada como: 0 - sem expressao,
1 - expressao difusa (limite) e 2 - expressao positiva; ou 0 - sem expressao/expressao difusa
(limite); 1 - expressao positiva. O Comité de Etica aprovou o estudo (1.089/12; 245/13).
Resultados e conclusdo: Nao houve relacao estatisticamente significante entre a expressao de
p16 e a idade dos pacientes, o tabagismo, a localizacao tumoral e o estadiamento tumoral
de acordo com a classificacao de Krouse e Cannady, presenca de displasia ou ocorréncia de
recidiva.

© 2017 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

base). As vezes, observam-se queratose superficial (10% -20%
dos casos) e displasia intraepitelial (5% -10% dos casos).?

Os papilomas invertidos (Pl) nasossinusais desenvolvem-se
a partir do epitélio ciliado e cobrem a cavidade nasal e
0s seios paranasais, chamados de membrana schneideriana.
Constituem 0,4% a 4,7% dos tumores nasossinusais.” A mem-
brana schneideriana é um revestimento epitelial semelhante
em estrutura ao epitélio respiratorio do trato respiratério
inferior, mas, diferentemente desse tecido, é derivada do
ectoderma, e ndo da endoderme. O epitélio schneideriano
€ composto de uma Unica camada de células ciliadas cilindri-
cas, com uma pequena quantidade de células caliciformes.
Os Pl sao formados por epitélio hiperplasico que cresce
endofiticamente no estroma subjacente. Os crescimentos
epiteliais sao limitados pela membrana basal. O epitélio que
forma o PI é constituido desde poucas até varias camadas de
células do tipo de epitélio colunar escamoso, de transicao
e/ou ciliado. Geralmente, uma mistura de células calicifor-
mes também é visivel. O Pl é caracterizado por um baixo
numero de mitoses (localizadas principalmente perto da

O fator de risco para Pl mais conhecido é a infeccao pelo
HPV.3-¢ Os outros fatores considerados de risco para o desen-
volvimento de Pl sdo: infiltracdo inflamatéria,” fumaca de
soldagem e vapores de solventes organicos.?

A manutencao do fenotipo transformado, dependente da
infeccao de alto risco do papilomavirus humano (hrHPV), é
causada principalmente pela expressao de dois oncogenes
virais, E6 e E7. A proteina hrHPV E6 inicia a carcinogénese
pela sua capacidade de ter como alvo a p53. O complexo de
ubiquitina-ligase E6/UBE3A (E6-AP) tem como alvo a TP53
para ubiquitinacdo e degradacao proteossomica. Além disso,
o hrHPV E6 ativa a telomerase (TERT) para regular a adesao
celular e a proliferacdo descontrolada.’

A proteina hrHPV E7 inicia a carcinogénese por
degradacao e inativacao da proteina supressora de tumor de
retinoblastoma (RB1), impede-a de se ligar ao fator
de transcricao E2F, promove assim a progressao do ciclo
celular.%Acredita-se que a ativacdo de E2F pela hrHPV
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E7 estimula a expressdao do supressor tumoral p16™NK4A,
O supressor tumoral p16INK4A inibe a atividade de
CDK4/CDK6 e restaura a formacao de complexos com cicli-
nas do tipo D (CCND). A inibicao de CDK4/6 provoca o
acumulo de supressor tumoral RB1 hipofosforilado ativo, o
que desencadeia a interrupcao do ciclo celular de G1 pela
formacao de complexo repressor com fatores de transcricao
E2F/DP."0

Estudos recentes sugerem que um dos principais marca-
dores/determinantes carcinogénicos da degradacdo de RB1
causado pelo HPV E7de alto risco é a expressao de p16INK4A,
enquanto que as proteinas de baixo risco HPV E7 ndo desen-
cadeiam o p16INK4A. "

Uma abordagem de rastreamento geral consistente com a
descoberta de que a expressao de p16INK4A é um biomarca-
dor, especificamente para lesdes e canceres infectados com
HPV de alto risco, é a avaliacdo de produtos proteicos do
gene supressor de tumor p16INK4A, também chamado de
p16.

O objetivo do estudo foi analisar a correlacao entre a
expressao da p16 como um substituto da infeccao pelo HPV
em material histopatoldgico analisado e as variaveis epi-
demioldgicas, recidivas ou transformacdo maligna em um
grupo de 53 individuos tratados devido a PI.

Método

0 estudo retrospectivo incluiu 53 pacientes (18 mulheres e
35 homens) submetidos a tratamento para Pl nasossinusal de
2002 a 2012 em uma Unica instituicao.

Os exames histopatologicos foram feitos por trés pato-
logistas experientes e o consenso sobre a forma de
descrever as avaliacdes foi determinado antes do inicio do
estudo.

Os blocos de parafina foram cortados com micrétomo
rotativo manual (AccuCut, Sakura, Torrance, EUA) em secées
de parafina de 4um de espessura e colocados em lami-
nas extra-adesivas (SuperFrostPlus, MenzelGlasser, Brauns-
chweig, Alemanha). O procedimento imuno-histoquimico foi
padronizado com uma série de reacdes de controle positi-
vos e negativos em seccoes de tecido fixados em formol e
embebidos em parafina.

A coloracao imuno-histoquimica foi feita com o sistema
automatico de processamento de laminas Benchmark GX
Platform (Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, EUA) com
anticorpo monoclonal primario de camundongo CINtec® p16
(clone E6H4™ | cat. N. 705-4713; Ventana Medical Systems,
Tuscon, AZ, EUA) e o sistema de visualizacao UltraView DAB
IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
EUA), recomendado pelo fabricante. Finalmente, as laminas
foram desidratadas, limpas em série de xilenos e cobertas
com Tissu-Tek (Sakura, Japao).

Os patologistas que avaliaram a expressao imuno-
-histoquimica dos antigenos examinados trabalharam inde-
pendentemente e foram cegados para os dados clinicos e
outros dados dos pacientes. A intensidade de expressao da
proteina p16 foi classificada como: 0 - sem expressao, 1 -
expressao difusa (limitrofe) e 2 - expressao positiva; ou 0
- sem expressao/expressao difusa (limitrofe); 1- expressao
positiva.

O Comité de Etica aprovou o estudo (1089/12; 245/13).

Resultados

A idade dos pacientes variou de 29-80 anos; média: 53,72
(mulheres 40-75, média: 58,2, homens 32-80, média: 51,4).
Nao houve correlacdao estatisticamente significante entre
a idade dos pacientes e a expressao da p16 (p=0,3015)
(tabela 1).

A duracdo média dos sintomas foi de 17,6 meses (0-120).
Em 75% dos casos, a duracao foi inferior a 24 (tabela 1).

No grupo analisado, a porcentagem de pacientes com
expressao completa da p16 foi de 37,64% e 84,91%, conside-
rando também a expressao limitrofe.

Dos pacientes, 25 (47,16%) relataram historico de taba-
gismo. A porcentagem de fumantes no grupo de pacientes
com expressao da p16 e no grupo de pacientes com expres-
sao difusa/sem expressao foi semelhante (45% vs. 48%).
Nao houve correlacao estatisticamente significativa entre o
tabagismo e a expressao da proteina p16 (tabela 1).

Nao houve correlacao estatisticamente significativa
entre a localizacao do tumor e a expressao da p16; entre-
tanto, a porcentagem de pacientes com expressao completa
da p16 foi maior no caso de alteracdes que se espalha-
ram além da cavidade nasal e, portanto, com doenca mais
avancada (tabela 2).

Nao houve correlacao estatisticamente significativa
entre o estadiamento tumoral de acordo com a classificacao
de Krouse'” e a expressao da p16 (tabela 3). No entanto, a
proporcao de pacientes com p16+ foi maior no grupo de paci-
entes com tumores T2 (56%) e T3 (39%) do que em pacientes
com alteracoes iniciais (T1-27%). A baixa porcentagem (20%)
de pacientes com p16 +no grupo T4 pode ser o resultado do
fato de esse ser um grupo pequeno (n=5).

De acordo com a classificacdo de Cannady,’* 20 (37,74%)
pacientes apresentavam um tumor classificado como A, 28
(52,83%) B e trés (5,66%) C. A porcentagem de pacientes
com expressao completa da proteina p16 em cada grupo foi
de 40%, 34% e 33%, respectivamente.

Nao houve correlacao estatisticamente significativa
entre a ocorréncia de displasia e a expressao da p16. A por-
centagem de pacientes com displasia no grupo p16 +foi de
45% (tabela 4).

Em cinco (9,43%) pacientes foi observada transformacao
para carcinoma de células escamosas. Nesse grupo, um
paciente apresentou expressao completa da p16, dois apre-
sentaram expressao limitrofe e os dois ultimos tinham
auséncia total de expressao da p16.

O tempo médio de seguimento foi de 51 meses (4,5 a
154). Cada paciente foi encaminhado para visitas regulares
de check-up. Doze deles (22,6%) nao aderiram ao encami-
nhamento.

A recidiva ocorreu em 25 (47,17%) pacientes. O tempo
médio de recorréncia foi 36,9 meses (2,6 meses-9,6 anos).
A porcentagem de doentes com expressao total da p16 no
grupo de recorréncia foi de 36%. Nao houve correlacao esta-
tisticamente significativa entre a incidéncia de recorréncia
e a expressao da p16 (p=0,21872). Entre os 25 pacientes
com recorréncia, 20 foram submetidos a reoperagao; cinco
pacientes foram desqualificados para cirurgia por causa da
ma condigao geral.

Em um grupo de 20 pacientes apds a reoperagado, a
segunda recorréncia ocorreu em cinco casos (25,0%); o
tempo médio de recorréncia foi de 12 meses.



Tabela 1  Sexo, tabagismo, duracao dos sintomas e idade dos pacientes em grupos p16 positivo e negativo
NUmero de pacientes p16-(NEG) P16 +(POS) Valor do teste p
Sexo F M F M Chi2(1)=1,15 0,2835
13 20 5 15
Tabagismo Sim Nao Sim Nao Chi2(1)=0,061 0,8049
16 17 9 11
Duracéo dos sintomas Abaixo da média Acima da média Abaixo da média Acima da média T(51)=0,221493 0,825593
24 9 12 8
Idade Abaixo da média Acima da média Abaixo da média Acima da média T(51)=1,112518 0,271132
17 16 9 11
NUmero de pacientes p16 (NEG)- p16 limitrofe (NEG) p16+(POS) p
Sexo B M B M B M 0,55787
3 5 10 15 5 15
Tabagismo Sim Nao Sim Nao Sim Nao 0,96541
4 4 12 13 9 11
Duracéo dos sintomas Abaixo da média Acima da média Abaixo da média Acima da média Abaixo da média Acima da média 0,4817
6 2 15 10 12 8
Idade Abaixo da média Acima da média Abaixo da média Acima da média Abaixo da média Acima da média 0,3015
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Tabela 2 Localizacao do tumor nos grupos p16 positivo e negativo
NUmero de Cavidade Cavidade Cavidade Outras Valor do p

pacientes nasal nasal + seio nasal + etmoide localizacoes teste

maxilar

p16- (NEG) 8 (15,09%) 7 (13,21%) 8 (15,09%) 10 (18,87%) Chi2(3)=0,763  0,85823
p16+ (POS) 3 (5,66%) 4 (7,55%) 6 (11,32%) 7 (13,21%)
p16 - (NEG) 1(1,89%) 1 (1,89%) 1(1,89%) 5 (9,43%) 0,44422
p16 limite (NEG) 7 (13,21%) 6 (11,32%) 7 (13,21%) 5 (9,43%)
p16+ (POS) 3 (5,66%) 4 (7,55%) 6 (11,32%) 7 (13,21%)
Tabela 3 Estadiamento de acordo com a classificacdo de Krouse nos grupos p16 positivo e negativo
NUmero de pacientes T1 T2 T3 T4 Valor do teste p
p16- (NEG) 8 (15,09%) 4 (7,55%) 17 (32,08%) 4 (7,55%) Chi?(3)=2,427 0,48865
p16+ (POS) 3 (5,66%) 5 (9,43%) 11 (20,75%) 1 (1,89%)
p16- (NEG) 1 (1,89%) 1 (1,89%) 4 (7,55%) 2 (3,77%) 0,54503
p16 limite (NEG) 7 (13,21%) 3 (5,66%) 13 (24,53%) 2 (3,77%)
p16+ (POS) 3 (5,66%) 5 (9,43%) 11 (20,75%) 1 (1,89%)
Tabela 4 Ocorréncia de displasia nos grupos p16 positivo e negativo
Grau de displasia Sem displasia | 1] [ Valor do teste p
p16- (NEG) 21 (39,62%) 9 (16,98%) 1(1,89%) 2 (3,77%) Chi?(3) = 6,944 0,07371
p16+ (POS) 11 (20,75%) 4 (7,55%) 5 (9,43%) 0 (0,0%)
Todos 32 (60,38%) 13 (24,53%) 6 (11,32%) 2 (3,77%)
Grau de displasia Sem displasia | Il ] Razem p
p16 - (NEG) 4 (7,55%) 2 (3,77%) 1 (1,89%) 1(1,89%) 8 (15,09%) 0,15801
p16 limite (NEG) 17 (32,08%) 7 (13,21%) 0 (1,89%) 1 (1,89%) 25 (47,17%)
p16+ (POS) 11 (20,75%) 4 (7,55%) 5 (9,43%) 0 (0,0%) 20 (37,74%)
Todos 32 (60,38%) 13 (24,53%) 6 (11,32%) 2 (3,77%) 53 (100%)

Discussao e conclusao

Em estudos cientificos, com a consulta ‘‘papiloma inver-
tido’’, 1.478 publicacdes indexadas foram encontradas;
‘‘papiloma invertido HPV’’ resultou em 126 publicacdes; e
‘papiloma invertido p16’’ identificou 19 publicacdes.

O papel da infeccao pelo HPV no cancer de colo do
Utero, bem como em cénceres de cabeca e pescoco, eso-
fago, bexiga, mama e muitos outros, tem sido comprovado.®
A porcentagem de HPV +entre os pacientes com PI variou
entre 38% e 63%.414-16

Syrjanen et al. fizeram uma pesquisa de metaanalise
sobre a infeccao pelo HPV entre pacientes com papiloma
nasossinusal (nota-se que esse € um conceito mais amplo
do que o PI, inclui papiloma fungiforme, cilindrico [oncoci-
tario] e invertido). Eles analisaram 1.956 casos, dos quais
38,8% foram identificados como HPV-positivos (37,8% no
subgrupo PI). As diferencas na porcentagem de pacientes
HPV-positivos em diferentes subgrupos foram explicadas
pela estrutura histologica diferente.*

A taxa de recorréncia do PI
15% e 20%.'7'® Os tumores

é estimada entre
recorrentes tendem a

ser mais ‘‘agressivos’’, com maior tendéncia a novas
recorréncias.’”?° A infeccao pelo HPV parece ser um fator
de risco para o Pl recorrente.?'

A expressao da proteina p16INK4a é considerada como
o expoente da infeccao por HPV, mas ha relatos que
contradizem essa tese. Yamashita et al. detectaram a sobre-
-expressao de p16INK4a em apenas 1/4 dos pacientes HPV+
com carcinoma de células escamosas, mas em 80% dos casos
de HPV+ com PI, sem apresentar correlacao estatistica-
mente significativa. Os autores concluem que p16INK4a nao
pode ser considerada um marcador substituto de infeccao
pelo HPV no PI.™

A displasia intraepitelial é encontrada em 5%-10% dos
papilomas invertidos. Nao ha fatores histologicos claros que
indiquem um risco maior de transformacao maligna; entre-
tanto, entre as caracteristicas potenciais, € mencionada a
presenca de displasia intraepitelial (média e alta), assim
como a presenca de disqueratose e queratose superficial no
papiloma.??

A forma mais comum de transformacao maligna do papi-
loma invertido é o carcinoma de células escamosas; menos
frequentemente, o adenocarcinoma. O carcinoma de células
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pequenas é uma forma rara de malignidade. O carcinoma de
células escamosas derivado do Pl é normalmente caracteri-
zado por um elevado grau de diferenciacao e, portanto, tem
um melhor progndstico do que outros carcinomas de célu-
las escamosas nasossinusais. Mesmo no caso de alteracdes
avancadas, as metastases linfaticas avancadas sao raras.”

Sao considerados fatores de transformacao maligna do
Pl a infeccao pelo HPV, especialmente HPV de alto risco
(HPV-16 ou HPV-18);>' tabagismo;** sobre-expressdo da
p53;2>2° sobre-expressao da Ki-67;2° sobre-expressao da
ciclooxigenase-2;? alto grau de hiperqueratose; indice
mitdtico elevado; auséncia de polipos inflamatoérios e neu-
trofilos; e presenca de células plasmaticas.”® Acredita-se
que a malignidade acompanha mais frequentemente o Pl
bilateral.”® Apesar de pesquisas intensas, certos predi-
tores e biomarcadores de malignidade ainda nao foram
encontrados.?® No grupo analisado, a transformacdo maligna
em carcinoma espinocelular ocorreu em cinco pacientes (um
paciente com expressao total da p16 + dois com expressao
limitrofe e dois sem expressao da p16).

Zhao et al. Fizeram uma metanalise que incluiu 31 estu-
dos que exploram a relacao entre a infeccao pelo HPV e a
transformacao malignha do PI, confirmaram uma associacao
estatisticamente significativa, especialmente para o HPV-
18.5

As caracteristicas clinicas do PI provavelmente levarao a
mais pesquisas que irao permitir a identificacao de melhores
marcadores. Uma caracteristica desejavel seria ndao apenas
um grupo definido com um risco aumentado de PI, mas tam-
bém a identificacao de pacientes com Pl ja diagnosticado
com maior risco de recorréncia e transformacao maligna.
Isso é especialmente importante na escolha dos métodos
de tratamento, bem como na regulacao do seguimento pos-
-operatorio.
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