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RESUMO 

 

Os genes p16 e PTEN fazem parte da família dos genes supressores de tumor comumente 

associados à inativação de uma variedade de cânceres humanos. A perda de sua expressãotem 

sido estudada mundialmente no Carcinoma Epidermóide Bucal (CEB). Neste estudo, avaliou-

se a hipótese de que p16 coopera com PTEN inativo durante a patogênese do CEB, 

especialmente na agressividade e proliferação do tumor. Para tanto, utilizou-se 119 amostras 

de CEB nas quais foram avaliadas a relação entre a infecção por HPV, a expressão de p16 e 

mutações em PTEN através das técnicas de imunohistoquímica (IHC), western blot e 

imunofluorescência e sequenciamento.  Os resultados deste estudo demonstraram que PTEN 

possui alta positividade em pacientes com tumor de tamanho mais avançado (p <0,01) e 

metástase linfonodal (p = 0,02). A análise estatística evidenciou que a expressão de p16 foi 

fortemente associada à presença de HPV (p <0,0001), mas que sua expressão aberrante não 

está relacionada com PTEN alterado (p=0.52). Observou-se também que 60% das amostras 

em estágio IV (estágio avançado do tumor) estavam estatisticamente associadas a presença de 

mutação. Conclui-se que PTEN e p16 são genes supressores que controlam a progressão 

tumoral. No estudo atual, PTEN demonstrou maior reatividade em estágios avançados da 

doença (superior a sete vezes). O p16 foi fortemente associado ao HPV, mas não demonstrou 

associação significativa com nenhum fator clínico-patológico analisado. Ambas as proteínas 

apresentam grande importância no prognóstico dos pacientes. Foi demonstrado que a presença 

viral diminui a agressividade do tumor. Lesões em estágios avançados apresentam menor 

sobrevida, além disso, a presença de mutação foi mais comumente observada em estágios 

avançados da doença. Observou-se que pacientes fumantes com ausência de p16 estão 

significativamente associados a uma taxa de sobrevida duas vezes menor. 

 

Palavras chave: carcinomaepidermóide bucal; HPV; p16; PTEN; sobrevivência. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The p16 and PTEN genes are part of the family of tumor suppressor genes commonly 

associated with the inactivation of a variety of human cancers. The loss of its expression has 

been studied worldwide in oral squamous cell carcinoma (OSCC). In this study, we evaluated 

the hypothesis that p16 cooperates with inactive PTEN during OSCC pathogenesis, especially 

in tumor aggressiveness and proliferation. For that, 119 OSCC samples were used in which 

the relationship between HPV infection, p16 expression and PTEN mutations were evaluated 

throug himmunohistochemistry (IHC), western blot, immunofluorescence and sequencing 

techniques. The results of this study demonstrated that PTEN has high positivity in patients 

with more advanced tumor size (p < 0.01) and lymph node metastasis (p = 0.02). Statistical 

analysis showed that p16 expression was strongly associated with the presence of HPV 

(p<0.0001), but that its aberrant expression is not related to altered PTEN (p=0.52). It was 

also observed that 60% of the samples in stage IV (advanced stage of the tumor) were 

statistically associated with the presence of mutation. It is concluded that PTEN and p16 are 

suppressor genes that control tumor progression. In the current study, PTEN showed great 

erreactivity in advanced stages of the disease (greater than seven times). p16 was strongly 

associated with HPV, but did not show a significant association with any clinical-pathological 

factor analyzed. Both proteins are of great importance in the prognosis of patients. Viral 

presence has been shown to decrease tumor aggressiveness. Lesions in advanced stages have 

a shorter survival, in addition, the presence of mutation was more commonly observed in 

advanced stages of the disease. It was observed that smoking patients witht he absenceof p16 

are significantly associated with a survival rate twice as low. 

 

Keywords: oral squamouscell carcinoma; HPV; p16; PTEN; survival. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Carcinoma epidermoide bucal (CEB) é a mais comum lesão da cavidade oral e 

representa 90% das neoplasias malignas que ocorre nesse sítio anatômico. Apesar dos avanços 

no tratamento em torno da quimioterapia, radioterapia e técnicas cirúrgicas,estudos têm 

demonstrado que a sobrevida dos pacientes com esta neoplasia ainda é muito baixa, variando 

de 30% a 50% após 5 anos de acompanhamento (GALBIATTIet al., 2013; PATHARE et al., 

2011).Apesar da interação sinérgica entre tabagismo e consumo de álcool estar bem descrita 

como fatores de risco significativos, nas últimas décadas estudos epidemiológicos têm 

demonstrado um papel importante das infecções por papilomavirus humano (HPV) de alto 

risco emCEB, predominantemente na tumorigênese da orofaringe de pacientes considerados 

jovens, ou seja, abaixo dos 45 anos e é mais comumente observado em homens do que em 

mulheres. (BERSANI et al., 2018; FURNISS et al., 2009; JIANG; DONG, 2017; NASHER et 

al., 2014). 

O HPV apresenta tropismo pelo tecido da tonsila palatina e o genoma do HPV pode 

ser integrado ao ácido desoxirribonucleico (DNA) do paciente e então começar a expressar a 

oncoproteína E6 que se combina com o fator regulador do ciclo celular p53, resultando em 

sua degradação e levando à proliferação de células malignas. A proteína E7 se liga ao gene do 

retinoblastoma (Rb), provocando a liberação de E2F, que dá origem a distúrbios do ciclo 

celular. A infecção pelo HPV resulta em transformação maligna do tecido normal (HUSAIN; 

NEYAZ, 2017; WANG et al., 2017). 

Sabe-se que a carcinogênese oral é um processo complexo caracterizado pela 

expressão aberrante de genes e proteínas. Nesse contexto, a investigação de alterações na 

expressão de p16 e no status do gene Phosphatase and Tensin Homologue Chromosome 

(PTEN) ganhou notoriedade proeminente (JUREL et al., 2014; NIKITAKIS et al., 2018). Por 

exemplo, a superexpressão da proteína supressora de tumor p16 foi reconhecida como um 

marcador substituto confiável para infecção oncogênica por HPV (DESCHUYMER et al., 

2018; FAKHRY et al., 2017). Esta proteína é membro da família INK4 de inibidores de CDK 

que funcionam no controle do ciclo celular que normalmente é expresso em um nível baixo 

em células normais. Mas nas células cancerosas infectadas pelo HPV, o E7 pode se ligar ao 

pRb e formar um complexo. O complexo E7-pRB causa a liberação do fator de transcrição 

E2F do complexo pRb-E2F, que normalmente restringe a transcrição do gene p16. Assim, ao 

serem infectadas pelo HPV, as células-alvo expressam abundantemente p16 através do 

mecanismo de interação entre pRb e a proteína viral E7 do HPV, favorecendo a progressão do 
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ciclo celular no câncer. A superexpressão da proteína p16 no Carcinoma de Células 

Escamosas de Cabeça e Pescoço (HNSCC) relacionado ao HPV devido à capacidade da 

proteína viral E7 de se ligar ao pRB causando a desregulação da p16. O p16 também é 

sugerido como marcador de prognóstico clínico para pacientes com CEB de cabeça e pescoço, 

uma vez que os casos positivos para p16 tiveram melhorano tratamento em comparação com 

os negativos para p16(LU et al., 2018; MOLINOLO et al., 2012). 

PTEN é um gene supressor de tumor bem estabelecido e um regulador negativo da via 

Fosfatidilinositol 3-Cinase (PI3K) /Alpha Serine/Threonine-Proteinkinase (Akt)/Mammalian 

TargetofRapamycin (mTOR), uma vez que a perda de funcionalidade de PTEN resulta em 

hiperativação de Akt (JUNG et al., 2019; PONTES et al., 2018). O silenciamento de PTEN 

por hipermetilação ocorre em muitas mutações da linhagem germinativa em tumores 

primários e metastáticos. Alguns exemplos disso foram encontrados na Síndrome Polipose 

Familiar (SPF), que é uma doença rara em que os pacientes têm um risco elevado de 

desenvolver câncer de mama, tireóide, endométrio, ovário, colorretal e carcinoma renal e 

aumento da incidência de melanoma. A hipermetilação do promotor PTEN foi relatada 

também em câncer de colo de útero, colorretal, esôfago, câncer gástrico, carcinoma 

hepatocelular, pulmão e câncer de cabeça e pescoço (HNSCC) (LOU et al. 2016).  

Nessa perspectiva, se inserem os estudos que buscam biomarcadores moleculares que 

auxiliem no entendimento da patogênese de neoplasias malignas (PONTES et al., 2015). É 

importante ressaltar que a perda da expressão de PTEN foi encontrada em 29% dos cânceres 

de língua e a perda de heterozigosidadefoi identificada em 40% dos HNSCCs, o que tem sido 

relacionado à piores resultados após a radioterapia adjuvante (LEE et al., 2001; SNIETURA 

et al., 2012; ZHAO et al., 2017). 

Com base no que foi exposto acima, o presente trabalho teve como objetivo fornecer 

uma visão sobre a expressão de p16INK4A como um potencial marcador prognóstico, bem 

como a relevância da perda adicional de heterozigosidade do gene PTEN e o nível de 

expressão dessa proteína em CEB em uma coorte proveniente do Norte do Brasil. 

 

1.1 Carcinoma Epidermóide Bucal (CEB) 

 

A prevalência do CEB em diferentes países e regiões é demonstrada por dados 

epidemiológicos que evidenciam um número em torno de 95% de todos os tumores malignos 

diagnosticados na cavidade oral (LO et al., 2003; VIGNESWARAN; WILLIAMS, 2014).O 

monitoramento realizado pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimou que o número de 
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novos casos de câncer da cavidade oral no Brasil será de 15.100 novos casos para o 

triênio2023-2025, sendo a quinta neoplasia maligna mais comum em homens com 11.180 

casos, correspondendo a 10,69 casos novos a cada 100 mil homens, e a sexta em mulheres 

com 4.010novos casos, correspondendo a 3,71 casos novos a cada 100 mil mulheres (INCA, 

2023).O carcinoma de células escamosas oral é responsável por nove em cada dez lesões 

malignas diagnosticadas (LO et al., 2003; VIGNESWARAN; WILLIAMS, 2014). 

No Pará, o Hospital Ophir Loyola (HOL), centro de referência no tratamento do 

câncer, registrou 2952 admissões de pacientes oncológicos no ano de 2020. Desse total, 1196 

casos (40.5%) foram em homens e 1756 (59.5%) em mulheres, bem como uma incidência de 

62.47% dos casos em pessoas entre 50 a 79 anos e 31.06% entre 20 a 49 anos. A Tabela 

1mostra o número de casos de câncer por localização primária. 

Vale ressaltar que deste número total de atendimentos pode-se observar que para o 

câncer de cavidade oral 130 casos foram atendidos no HOL. 

 

Tabela 1 - Número de casos de câncer por localização primária do tumor do Pará atendidos no HOL, 
em 2020.         (continua) 
Localização tumor primário n (%) 

Mama 489 (16.5) 

Colo de útero 396 (13.4) 

Estômago 265 (8,98) 

Próstata 225 (7.72) 

Pelenão melanoma 214 (7.25) 

Cólon e reto 191 (6.47) 

Leucemia, medula óssea* 120 (4.07) 

Tireóide 108 (3.66) 

Pulmão 92 (3.12) 

Linfoma, não especificado 87 (2.95) 

Lábio e cavidade oral 81 (2.74) 

Rim 75 (2.54) 

Ossos e partes moles 67 (2.27) 

SNC 54 (1.83) 

Ovário 51 (1.73) 

Fígado e vias biliares intra-hepáticas 50 (1.69) 

Pâncreas 47 (1.59) 

Corpo de útero 43 (1.46) 

Esôfago 38 (1.29) 

Bexiga 37 (1.25) 

Laringe 33 (1.12) 

Pênis 32 (1.08) 

Não especificado 30 (1.02) 

Sistema hematopoiético e reticuloendotelial, não medula óssea 23 (0.78) 

Testículo 17 (0.58) 

Vesícula biliar e vias biliares extra-hepáticas 15 (0.51) 
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Tabela 1 - Detalhamento do número de casos de câncer por localização primária do tumor do Pará 
atendidos no HOL, em 2020.            (conclusão) 
Localização tumor primário n (%) 

Intestino delgado 10 (0.34) 

Nasofaringe 10 (0.34) 

Vulva 8 (0.27) 

Aparelho digestivo, não especificado 8 (0.27) 

Ocular 7 (0.24) 

Faringe 6 (0.20) 

Mediastino 5 (0.17) 

Cavidade nasal e ouvido médio 5 (0.17) 

Seios paranasais 4 (0.14) 

Vagina 4 (0.14) 

Placenta 3 (0.10) 

Aparelho respiratório, sem especificação 1 (0.03) 

Timo 1 (0.03) 

Total  2952 (100.00) 

Fonte: Hospital Ophir Loyola 

 

1.2 Correlação entre fatores de risco e CEB 

 

O hábito de fumar tabaco é o fator predisponente mais importante para o 

desenvolvimento do CEB. Ao observar aspectos do tabagismo (frequência do hábito, 

quantidade e tipo de fumo), observa-se que ex-fumantes, que abandonaram o hábito do vício 

por um período maior que 10 anos, apresentam menor probabilidade de desenvolver a doença, 

enquanto fumantes de cigarros com alta concentração de substâncias nocivas podem ter um 

aumento do risco em até dez vezes para o carcinoma de língua e de até catorze vezes para 

outros sítios bucais em comparação com os não fumantes. Portanto, a probabilidade de 

desenvolvimento de carcinoma para ambos os locais está ligada diretamente com o aumento 

do número de cigarros e a duração do hábito de fumar, pois os riscos associados ao consumo 

de cigarros crescem com o aumento do consumo, ou seja, existe um efeito de dose-resposta 

(FRANCESCHI et al., 1992; MORENO-LÓPEZ et al., 2000; SEBASTIAN et al., 2014). 

Dentre as substâncias carcinogênicas existentes no tabaco, destacam-se as N-

nitrosaminas: N-nitrosonornicotina (NNN), 4-metil-N-nitrosamina (NNK), N-

nitrosoanatabina (NAT) e N-nitrosoanabasine (NAB), além de radicais livres que impedem a 

ação de enzimas antioxidantes glutationa-S-transferase (GST), glutationa-redutase, 

superóxido dismutase (SOD), catalase, e glutationa peroxidase (SCULLY, 2011).  

A exposição persistente do trato aerodigestivo superior aos carcinógenos do tabaco 

causa alterações genéticas que afetam a mucosa da boca, nariz, faringe, traqueia, brônquios e 

pulmões. Tais alterações persistem por muitos anos, mesmo quando o paciente pára de fumar. 
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Há também aumento de tumores em outros sítios, devido à circulação no sangue de 

cancerígenos absorvidos para outros órgãos, tais como, esôfago e bexiga. Existem ainda 

outras possíveis consequências adversas para a saúde: doença pulmonar obstrutiva crônica e 

doença cardíaca aterosclerótica (SCULLY, 2011; WARNAKULASURIYA; SUTHERLAND; 

SCULLY, 2005). 

Outro fator importante a ser considerado é o consumo isolado de álcool, que apesar de 

não ser considerado um fator causal do CEB, pode, quando consumido conjuntamente com o 

tabaco, induzir a liberação de substâncias genotóxicas, tais como o etanol e o acetaldeído, 

potencializando os riscos (BLOCHING et al., 2007). Assim, a combinação do abuso do álcool 

e tabaco por longos períodos pode aumentar o risco de uma pessoa adquirir o CEB em mais 

de 15 vezes (NEVILLE et al., 2009). 

A maior prevalência do câncer de boca em homens é perceptível mundialmente numa 

proporção 2:1 (2♂:1♀), principalmente devido ao fato destes estarem mais expostos aos 

fatores de risco citados anteriormente. Contudo, essa patologia tem aumentado em mulheres 

em muitas partes do mundo especialmente em função das mudanças comportamentais da 

sociedade atual (JOHNSON; JAYASEKARA; AMARASINGHE, 2011; NASHER et al., 

2014; KRISHNA RAOet al., 2013).  

O CEB acomete, geralmente, pacientes a partir da sexta década de vida, portanto, 

pacientes com menos de 45 anos são considerados jovens. A relação do CEB com a idade 

ocorre tanto pelo aumento do tempo de exposição do indivíduo ao carcinógeno quanto pela 

alteração no equilíbrio metabólico e hormonal do indivíduo que propicia falhas na defesa 

contra os processos de iniciação e promoção do processo neoplásico (VORA et al., 2003). Em 

relação aos locais de acometimento, a língua e o soalho bucal são os sítios mais comuns de 

origem do CEB, representando aproximadamente 50% das amostras, sendo também o 

principal local em pacientes que não apresentam o hábito de fumar e naqueles pacientes 

considerados jovens (VORA et al., 2003).  

A má higiene bucal também é um fator etiológico para o desenvolvimento do 

Carcinoma de Células Escamosas Oral(OSCC)(SUN et al., 2022; ZHAO et al., 

2021).Blochinget al (2007) conduziram um estudo clínico prospectivo e verificaram que tanto 

a presença de constituintes genotóxicos da placa dental, como a polimicrobiota, quanto o 

estado precário de conservação da dentição dos indivíduos, podem possuir relevante interação 

mutagênica atuando como cofator no processo da carcinogênese. Dentre estes aspectos, 

destaca-se o índice de placa, número de dentes extraídos e a não reabilitação protética, assim 

como, fatores relacionados à atividade genotóxica de elementos encontrados na saliva. 
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Portanto, a higiene regular da cavidade oral possui significante ação de limpeza e remoção de 

elementos prejudiciais à saúde oral, reduzindo a ação de toxinas microbiológicas e 

metabólitos. Assim, a má higiene bucal mostrou ser um fator de aumento de riscos para 

câncer de cabeça e pescoço (BLOCHING et al., 2007).  

Quando comparados com pacientes com boa higiene periodontal, pacientes com 

periodontite também foram mais propensos a ter CEB pouco diferenciado (TEZAL et al., 

2009). Curiosamente, a prática da má higiene bucal também confere um risco maior para o 

câncer de esôfago (ABNET et al., 2008). O Quadro 1 resume os principais fatores 

relacionados a predisposição do CEB. 

 
Quadro 1 - Fatores de predisposição para o OSCC. 
Tabagismo - Frequência; 

- Quantidade; 

- Tipo de fumo; 

- Concentração de substâncias nocivas; 

- Tempo (duração) do hábito; 

- Substâncias carcinogênicas existentes. 

Etilismo - Combinação com o tabaco; 

- Liberação de substâncias genotóxicas; 

- Tempo (duração) do hábito. 

Má higiene bucal - Polimicrobiota (constituintes genotóxicas); 

- Índice de placa (constituintes genotóxicas);  

- Número de dentes extraídos; 

- Não reabilitação prostética. 

Outros - Gênero (2♂:1♀); 

- Herança genética; 

- Hábitos culturais; 

- Idade. 

Fonte: Adaptado de Sunet al. (2022). 

 

1.3 Tratamento CEB 

 

Em relação a escolha do tratamento a ser realizado, este depende da localização e do 

tamanho do tumor primário, da idade e saúde geral do paciente, da morbidade associada ao 

tratamento, da experiência e habilidade do cirurgião e do radiologista oncológico (MARUR; 

FORASTIERE, 2016).  

Convém ressaltar que a terapia é baseada no estadiamento tumoral. Os casos mais 

localizados (estádios I e II) são tratados com ressecção cirúrgica ou radioterapia isoladamente. 

Já os casos localmente avançados (estádios III e IVA/B) ressecáveis ou irressecáveis, são 

tratados com quimioterapia a base de platina com ou sem quimioterapia de indução. Nos 

casos metastáticos o tratamento é baseado no status de performance do paciente, utilizando 
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quimioterapia combinada nos casos que possuem boa performance e quimioterapia com um 

único agente para os casos com baixa performance (MARUR; FORASTIERE, 2016).  

 

1.4 Gene CDKN2A 

 

Em biologia molecular, estudos recentes mostraram que o desenvolvimento de 

diversos tipos de tumores está relacionado, basicamente, a duas classes de genes: os proto-

oncogenes e os genes supressores de tumor. Enquanto os proto-oncogenes estão associados à 

regulação da proliferação celular, os genes supressores tumorais estão relacionados ao 

controle negativo do ciclo de divisão celular (SUGERMAN; JOSEPH; SAVAGE, 2005). 

Evidências sugerem que estes genes quando alterados, ou expressos impropriamente, podem 

induzir o processo oncogênico. Assim, a inativação de genes supressores de tumor está entre 

os mecanismos genéticos mais comuns envolvidos na transformação maligna (REED et al., 

1996). 

O gene supressor de tumor CDKN2A, mapeado na banda p21 do cromossomo 9, 

codifica um inibidor específico das cinases dependente de ciclinas (CDK) 4 e 6. Deste modo, 

a proteína p16 desempenha um papel fundamental nas redes supressoras de tumor por meio da 

indução da senescência celular que atua como uma barreira para a transformação celular por 

sinais oncogênicos, suprimindo o crescimento de tumores através do controle negativo do 

ciclo de divisão celular. Para tanto, a proteína p16 inibe as CDK4 e 6 no ponto de checagem 

G1, para que a célula entre na fase G0 (quiescência) até que um dano ocorrido no DNA possa 

ser corrigido (Figura 1). 

 
Figura 1 - Envolvimento de p16 na parada do ciclo celular mediada por pRB induzida a 

partir de sinais oncogênicos. 

 
Fonte: Adaptado de Kotakeet al. (2015). 
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Nota: A expressão de p16 é induzida por sinais oncogênicos, resultando em parada em G1 
mediada pela proteína pRB a fim de proteger as células da hiper proliferação. 

 

A proteína p16 é relativamente estável e sua expressão é regulada principalmente pelo 

controle transcricional, porém, sua inativação ou ausência permite que a célula entre na fase S 

após uma breve parada na fase G1, sem que a restauração das alterações do DNA ocorra 

(FURTADO et al., 2010). Deste modo, a proteína p16 tem recebido atenção especial como 

um biomarcador de diagnóstico de lesões, com o potencial de ser usada uma ampla gama de 

cânceres humanos (KOTAKE et al., 2015; MURPHY et al., 2005). 

A perda do gene supressor de tumor e amplificação do crescimento promovendo genes 

são eventos frequentes no processo de tumorigênese. Múltiplas vias são desreguladas no 

processo de tumorigênesevia de sinalização WNT/β-catenin, via de resposta a danos do DNA 

e via de manutenção telomérica são as vias significativas que se regulam no processo de 

progressão do câncer (PADHI et al., 2015). CDKN2A/p16, é um gene supressor de tumor e é 

relatado ser frequentemente alterado na progressão do CEB (SORIA et al., 2001). Uma 

exclusão homozigótica no gene CDKN2A/P16 é relatada em vários tumores sólidosdevido as 

suas propriedades supressoras tumorais (SORIA et al., 2001). 

Padhiet al.; (2015) mostrou um envolvimento direto do gene CDKN2A/p16 no câncer 

bucal. A imuno-histoquímica dop16 das seções teciduais revelou uma expressão muito baixa 

de proteína nas amostras recorrentes em comparação com as não recorrentes. No tumor 

maligno, houve um aumento na expressão dep16 e Ki-67 significando seu papel na 

transformação maligna (PRIGGE et al., 2015). A desregulação do CDKN2A/p16 tem sido 

frequentemente alterada durante o desenvolvimento de carcinoma de células escamosas orais 

(LIM et al., 2014). Os casos recorrentes mostraram uma expressão genética CDKN2A/p16 

regulamentada em comparação com os não recorrentes que confirmam a perda genética em 

casos recorrentes, onde outros estudos relatam a associação de várias mutações em genes 

supressores de tumores a serem frequentemente revogadas na OSCC (SORIA et al., 2001). 

Um estudo recente investigou a relação entre metilaçãop16 e sua expressão no 

CEB,além da investigação quanto a contribuição de fatores clinicopatológicos, infecção pelo 

HPV e tabagismo na expressão P16 e metilação promotora. Neste estudo foram incluídos 67 

pacientes com CEB e 59 indivíduos sem CEB. Todos os pacientes foram candidatos à cirurgia 

da cavidade oral e biópsias de tumores frescos foram coletadas e processadas para extração de 

DNA e RNA. Tecidos gengivais normais foram coletados de indivíduos encaminhados à 

clínica odontológica e considerados como controles. Todos os casos e controles foram 

verificados para infecção pelo HPV e, em seguida a metilação e expressão do gene P16 foram 
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determinados por meio de PCR específico de metilação (MSP) e PCR em tempo real (qPCR), 

respectivamente. A metilação de p16 em tumores e tecidos normais foi de 59,7 e 38,9%, 

respectivamente. A maioria das amostras hipermetiladas (>82%) estava em notas altas. A 

metilação de p16 foi comparável em pacientes com HPV + e HPV ou fumantes. O P16 foi 

superexpresso (~3vezes; p=0,044) em tumores HPV+, mas foi significativamente menos 

regulado em pacientes fumantes (40% de todos os tumores). A comparação da expressão P16 

em tumores OSCC com diferentes graus de metilação promotora sugerem ainda a relação da 

taxa de metilação e a baixa regulação da expressão P16. A metilação e expressão P16 foram 

afetadas diferencialmente em pacientes com infecção pelo HPV e nos casos de fumante. 

Independentemente da influência dos fatores ambientais, verificou-se que o estado P16 é útil 

para classificar pacientes com CEB e para influenciar estratégias de tratamento de acordo com 

essa classificação. Além disso, direcionar a regulação do p16 pode ser uma opção terapêutica 

promissora (ALLAMEH et al.,2019). 

 

1.5 Gene PTEN 

 

O gene Phosphataseand Tensin Homologue Chromosome (PTEN), também 

denominado de Mutated in Multiple Advanced Cancers 1 (MMAC1) ou TGFβ-Regulated and 

Epithelial Cell-enriched Phosphatase (TEP), é um gene supressor de tumor de 200 kb 

localizado no cromossomo 10 (10q23) que foi descrito pela primeira vez em 1997 por 

diferentes pesquisadores (LI et al., 2012; STECK et al.,1997). 

Este gene codifica a proteína PTEN, formada por 403 aminoácidos, que pertence à 

família das proteínas tirosino-fosfatases. A estrutura cristalizada de PTEN revela uma 

sequência N-terminal associada ao domínio fosfatase e uma sequência C-terminal associada 

ao domínio C2. A cauda C-terminal contém sítios de fosforilação que parecem ser 

responsáveis por manter a estabilidade da proteína PTEN e possui um sítio de ligação para 

proteínas que contém o domínio PDZ1. A fosforilação de PTEN ocorre especialmente nos 

resíduos de serina 370 e treonina 385 (GERICKE; MUNSON; ROSS, 2006). A fosforilação 

nos sítios formados por resíduos de serina 380 e treonina 382 e 383, aumenta a estabilidade da 

proteína PTEN (CHOW; BAKER, 2006). 

PTEN é classificada como uma enzima interfacial do tipo hoppingenzyme, ou seja, ela 

solta-se facilmente tanto da membrana quanto de outras vesículas (GERICKE; MUNSON; 

                                                             
1 PDZ é uma combinação das primeiras letras de três proteínas PSD95, DlgA e zo-1. 
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ROSS, 2006), atuando como supressor tumoral ao desfosforilar o fosfatidilinositol 3-4-5-

trifosfato (PIP3) em fosfatidilinositol 4-5 bifosfato (PIP2). Desta forma, PTEN antagoniza 

diretamente a atividade da PI3K, provocando a diminuição dos níveis de PIP3 e o aumento de 

PIP2, inibindo a atividade de AKT, uma proteína cinase serina/treonina, que é a chave em 

múltiplos processos celulares, tais como metabolismo da glicose, apoptose, proliferação e 

migração celular. Quando PTEN bloqueia a ativação de AKT, ela atua de forma a inibir a 

migração, a invasão e a progressão do ciclo celular (Figura 2) (GIUDICE; SQUARIZE, 2013; 

PLANCHON; WAITE; ENG, 2008). 

 

Figura 2 -Via de sinalização PI3K/AKT/PTEN. 

 
Fonte: Adaptado de Planchon; Waite e Eng(2008). 
Nota: A ativação do receptor pelo ligante promove a fosforilação da fosfatidilinositol, transformando o PI2P em 
PI3P. O PI3P irá fosforilar a proteína AKT, ativando-a. O resultado desta ativação é a sobrevivência e 
proliferação celular, bloqueio da apoptose, além de outros efeitos intracelulares. PI2P = fosfatidilinositol 4-5 
bifosfato; PI3P = fosfatidilinositol 3-4-5-trifosfato. 

 

A PI3K pertence a uma família de cinases lipídicas intracelulares que fosforilam o 

grupo 3’-hidroxil do fosfatidilinositol. De acordo com suas características estruturais, as 

proteínas PI3K são divididas em classe I, classe II e classe III. É uma proteína composta de 

uma subunidade catalítica, denominada p110, e uma subunidade regulatória, denominada p85. 

Os produtos lipídicos da PI3K atuam como segundos mensageiros por ligação e ativação de 

várias moléculas da via de sinalização (GIUDICE; SQUARIZE, 2013). 

A ativação de PI3K ocorre através de fatores de crescimento, via receptor Tirosino-

Cinase, ou por meio da ativação de RAS. A ligação da subunidade 85 kDa com o receptor 
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conduz a subunidade catalítica 110 kDa de PI3K para próximo da membrana, a qual irá 

catalisar a fosforilação dos fosfoinositídeos, produzindo PI3P a partir de PI2P (CIDADO; 

PARK, 2012). A via PI3K está envolvida no controle de funções celulares e propriedades 

fundamentais, incluindo o crescimento celular, a proliferação, a diferenciação, a 

sobrevivência, o metabolismo, o tráfego vesicular, o rearranjo do citoesqueleto e a motilidade 

(CANTLEY, 2002; KATSO et al., 2001). 

A proteína HRAS2, uma isoforma da proteína RAS, também ativa as isoformas PI3K 

Classe I (CHANG et al., 2003). HRAS é frequentemente mutado em carcinoma 

epidermóidede cabeça e pescoço, especialmente em tumores de pacientes asiáticos 

(GIUDICE; SQUARIZE, 2013). Alterações genéticas em genes PI3K e aberrações 

epigenéticas na sinalização PI3K são comumente encontradas no desenvolvimento e 

progressão do câncer em vários tumores: cólon, cérebro, estômago, mama e pulmão.  

Aproximadamente 30,5% dos casos de carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço 

apresentam uma elevada frequência de mutações da via PI3K (STRANSKY et al., 2011). 

Outras vias, além da PI3K, também podem estar mutadas, tais como a via Mitogen-

activatedproteinkinases (MAPK). Tais mutações podem resultar em uma má resposta à 

quimioterapia, uma vez que tumores com genes da família de PI3K alterados, incluindo 

PI3KCA e PTEN, são extremamente sensíveis a inibidores de PI3K/mTOR (do inglês, 

mamalian target ofrifamycin), sugerindo que esses inibidores da via podem ser utilizados 

como um tratamento quimioterápico (JANKU et al., 2011; LUIet al., 2013).  

O PIP3 é um mediador lipídico que também possui a função de recrutar para a 

membrana celular as proteínas AKT e Pyruvatedehydrogenasekinase (PDK). Uma vez na 

membrana, a fosforilação dessas proteínas promove sua ativação (CIDADO; PARK, 2012). 

Nesse contento, PTEN possui ação fosfatase que antagoniza a ação da PI3K, funcionando 

como um regulador negativo por ubiquitinizar a via de transdução de sinal, regulando o 

crescimento, a proliferação e a sobrevivência celular (CHOW; BAKER, 2006; PLANCHON; 

WAITE; ENG, 2008). 

AKT é uma família de genes (AKT1, AKT2 e AKT3) expressos na maioria dos 

tecidos do corpo. Estes genes codificam as proteínas AKT1 / PKB-α, AKT2 / PKB-β e AKT3 

/ PKB-γ, que partilham um elevado grau de similaridade de aminoácidos e são ativados por 

vias semelhantes de uma maneira dependente da PI3K (HERS; VICENT; TAVARÉ, 2011). A 

ativação de AKT ocorre em lesões pré-malignas e em fase tardia de carcinomas de cabeça e 

                                                             
2 Derivado do inglês: RAt Sarcoma virus. 
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pescoço, estando relacionada com seu prognóstico clínico (YU et al., 2007).  A 

superexpressão de AKT1 resulta em lesões orais em virtude da senescência e/ou 

silenciamento de p53 que permite a progressão maligna (MORAL et al., 2009). 

A proteína PTEN apresenta aproximadamente 47.000 Daltons, entra no núcleo tanto 

por difusão passiva quanto pela ligação com a MVP (Major Vault Protein) (PLANCHON; 

WAITE; ENG, 2008). A localização desta proteína é predominantemente citoplasmática, mas 

em culturas de células observa-se a presença da mesma intranuclear. Apesar do mecanismo de 

entrada de PTEN  no compartimento nuclear ainda ser controverso, dentro do núcleo esta tem 

a função de manter a estabilidade cromossômica através da checagem do ciclo celular, 

protegendo as células de danos oxidativos (MING; HE, 2012). A atividade desta proteína no 

núcleo resulta em regulação negativa por desfosforilação de MAPK e ciclina D1, que induz a 

parada da multiplicação celular em G0/G1. Este evento produz a diminuição do crescimento 

tumoral, demonstrando a função supressora de tumor. Assim, o equilíbrio entre o PTEN 

citoplasmático e nuclear é importante para a estabilidade celular, uma vez que esta proteína no 

citoplasma pode estar relacionada com a inibição da via PI3K/AKT, enquanto que no núcleo 

ela promove o reparo do DNA. Deve-se mencionar também que a diminuição dos níveis de 

PTEN intranuclear aumenta a atividade das caspases 3/7, mecanismo associado a apoptose 

(Quadro 2). (PLANCHON; WAITE; ENG, 2008).  

 

Quadro 2 - Funções da proteína PTEN intranuclear 

 PTEN intranuclear  
Desfosforilação 

MAPK e Ciclina D1  
Parada do ciclo celular 

(G0/G1) 

 PTEN intranuclear  Caspase 3/7  Apoptose 

Fonte:Planchon; Waite e Eng (2008). 

 

A interação entre PTEN e p53 ocorre por acetilação mediada pela enzima 

acetiltransferase chamada p300/CBP, que promove uma mudança conformacional de p53 

formando um tetrâmero que permite a interação entre PTEN e p53. Essa interação é 

importante para a manutenção da acetilação de p53 em resposta ao dano no DNA e encontra-

se significativamente aumentada após tratamento com radiação ionizante e radiação 

ultravioleta. (LI et al., 2006). A perda funcional de p53 tem sido demonstrada em muitos 

tumores e desempenha um papel crítico na transformação maligna (HOLLSTEIN et al.,1991). 
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Alterações de p53 estão presentes precocemente nas lesões pré-malignas como 

displasias da cavidade oral e a prevalência destas mutações aumentam com a progressão 

histopatológica da displasia para carcinoma invasivo (BOYLE et al., 1993). Em 

circunstâncias normais, em resposta a danos no DNA, a p53 se acumula no interior do núcleo 

e causa a parada do ciclo celular para que ocorram checagem e reparo do dano. Caso o reparo 

do DNA não seja bem-sucedido, a proteína p53 desencadeia a senescência ou apoptose 

(HAUPT et al., 2003). No entanto, as células que albergam mutações desta proteína não irão 

sofrer checagem do ciclo celular, apoptose ou senescência. 

Células deficientes da proteína p53 podem replicar a presença do DNA danificado e o 

acúmulo de mutações genéticas adicionais, levando a divisão de células não reparadas e a 

formação e progressão de tumores (Quadro 3). Em OSCC as mutações no gene TP53 estão 

associadas com a resposta limitada ao tratamento cirúrgico, radioterápico ou quimioterápico e, 

consequentemente, morte. Arranjos de TP53 por mutação, deleção ou outros mecanismos de 

inativação foram encontrados em 95% dos tumores de carcinoma de células escamosas oral 

refratários à radiação. Observam-se riscos de recorrência loco-regional e morte após uma 

terapia de radiação primário ou pós-operatório significativamente maior em pacientes com 

mutações em TP53 (GANLY et al., 2000; SKINNER et al., 2011; TAN; MYERS; 

AGRAWAL, 2013). 

 

Quadro 3 - Funções da proteína p53 e as consequências de alterações de seu nível no núcleo. 
Níveis normais de p53  Bloqueio do ciclo celular  Reparo do DNA danificado; 

 Senescência celular; 
 Apoptose. 

Baixos níveis / ausência de 
p53 

 Replicação e acúmulo de 
células com danos no DNA 

 Formação e progressão de 
tumores 

Fonte: Hauptet al. (2003); Hollsteinet al. (1991). 

 

PTEN está relacionada, também ao controle da estabilidade da proteína p53 ao 

antagonizar a via Akt-Mdm2. Quando a proteína Akt está ativada ela fosforila a Mdm2 

(murine doble minute 2), uma ubiquitina-ligase. Essa fosforilação promove a translocação de 

Mdm2 do citoplasma para o núcleo, contribuindo para a degradação da proteína p53. Assim, a 

proteína Akt age indiretamente na regulação de p53 (MAYO; DONNER, 2002; OGAWARA 

et al., 2002). 
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1.6 PTEN em Carcinoma Epidermóide Bucal 

 

Durante a transformação maligna, o epitélio normal adjacente ao tumor expressa 

PTEN em maior quantidade. Aparentemente essa expressão aumentada de PTEN nessas 

células aparece ser uma resposta protetora inicial a este processo. Assim, a maioria dos 

pacientes com tumores de boca expressa moderada quantidade da proteína PTEN nos tecidos 

normais adjacentes ao tumor, contudo, a proteína não está expressa na camada basal de lesões 

potencialmente malignas. Muitas displasias e carcinomas epidermóides invasivos de cavidade 

oral apresentam diminuição da expressão de PTEN, especialmente observado nas zonas de 

invasão epitelial no estroma circundante, indicando que PTEN pode ser regulada pela 

interação das células tumorais com o microambiente celular do paciente. A expressão 

reduzida de PTEN também está relacionada com a disseminação linfática linfonodal do 

OSCC, pois a expressão diminuída de PTEN em pacientes com doença linfonodal metastática 

avançada tem sobrevida curta e prognóstico reservado (Quadro 4) (LEE et al., 2001; 

MOLINOLO et al., 2007; SQUARIZE et al., 2013). 

 

Quadro 4 - Relação da expressão da PTEN em OSCC. 

Mecanismo avaliado Expressão de PTEN Finalidade / Consequência  

Transformação maligna do 

epitélio 
Expressão aumentada de PTEN 

 Resposta protetora inicial ao processo 

de transformação maligna. 

Lesões potencialmente 

malignas, displasias e 

carcinomas epidermóides 

invasivos de cavidade oral 

 

Ausência e/ou baixa expressão de 

PTEN 

 Invasão epitelial no estroma 

circundante 

 Disseminação linfática linfonodal do 

OSCC 

 Sobrevida curta; 

 Prognóstico reservado. 

 

Fonte: Leeet al. (2001); Molinoloet al. (2007); Squarizeet al. (2013). 

 

A mutaçãoobservada no gene PTENpode ocorrer em fases iniciais ou tardias da 

carcinogênese oral. Essa mutação não é um evento iniciador deCEB, mas sim um evento 

tardio (SQUARIZE; CASTILHO; PINTO JÚNIOR, 2002). Contudo, estudo experimental em 

ratos demonstraram que a ativação da via PI3K/Akt devido à supressão de PTEN acontece nas 

fases iniciais da formação do tumor (BIAN et al., 2012). Assim, a deleção de PTENe de TGF-

β, em combinação com a perda adicional de fator receptor de TGF-β Tipo 1 (TGFBR1 - que é 

inibidor de proliferação epitelial), resulta em células com potencial de malignidade que 

podem progredir para o carcinoma através da perda da senescência e expansão de células-
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tronco epiteliais. A diminuição de TGFBR1 também pode concorrer pela ativação da via do 

Factor Nuclear Kappa B (NF-κB), - que culmina com o aumento da produção de quimiocinas 

no estroma tumoral resultando em um incremento da inflamação, angiogênese e 

imunossupressão, fatores influenciadores da aquisição do fenótipo maligno (Quadro 5). 

 

Quadro 5 - Consequências da ativação das vias PI3K/Akt e NF- B na ausência de PTEN. 

Via PI3K/Akt Via NF- B 

Crescimento celular desordenado 
 

Formação de tumor (fase inicial) 
 

 TGFBR1 
 

 Produção de quimiocinas 
(estroma tumoral) 

 
Fenótipo Maligno 

(inflamação, angiogênese, imunossupressão) 

Fonte:Bianet al. (2012). 

 

Hall et al. (2013), produziuCEB em cobaias a fim de testar novas drogas que possam 

prevenir ou tratar o carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço. Eles encontraram deleção 

dos dois genes supressores de tumor no epitélio da boca: TGFβR1 e PTEN, que promove o 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide bucalcom penetrância de 100%. Dentre as 

alterações bioquímicas encontradas em OSCC em humanos, destacam-se o aumento da 

expressão de citocinas inflamatórias que promovem a proliferação e o crescimento do tumor.  

Lee et al. (2001) analisaram 41 pacientes com OSCCinvasivo de língua e a perda de 

expressão de PTEN ocorreu em 41% dos pacientes. Neste estudo, a análise do tempo de 

sobrevida dos pacientes revelou uma correlação significativa entre a perda de expressão de 

PTEN e o tempo de sobrevida global (p = 0.03) e a sobrevida livre de eventos (p = 0.01). 

Quando compararam com outros fatores prognósticos clínicos clássicos, tais como o 

envolvimento de linfonodos ou estadiamento da doença, por meio de análise multivariada 

para a sobrevida livre de recidiva, o valor prognóstico de PTEN foi mantido, sugerindo que a 

perda de PTEN pode levar um comportamento biológico mais agressivo nos tumores 

estudados. Assim, PTEN pode servir como um promissor marcador de prognóstico e como 

ferramenta de intervenção no tratamento do carcinoma epidermóide da língua. 

Estudo com 60 pacientes conduzido por Rahmani et al. (2012) mostrou que a perda de 

expressão de PTEN em amostras clínicas de CEB foi significativamente relacionada com a 

expressão aumentada de B-celllymphoma 2 (Bcl-2), uma proteína que regula a apoptose, 

inibindo as células da morte celular programada. O estudo também mostrou que a perda de 

expressão de PTEN, somada a expressão aumentada de Bcl-2 está significativamente 

correlacionada com o estadiamento do câncer de boca. Ambas as atividades podem 
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desempenhar um papel importante no desenvolvimento e progressão do carcinoma de boca. 

Esses resultados sugerem que PTEN pode desempenhar um papel importante na regulação da 

progressão tumoral e formação de metástases durante o desenvolvimento do carcinoma oral. 

A expressão de Bcl-2 mostrou-se aumentada em tumores de alto grau de malignidade em 

comparação com tumores menos agressivos. 

Gan e Zhang (2009) publicaram um estudo que avaliou os efeitos de uma droga, o 

TSA, que inibe a enzima HDAC em culturas de células de CEB. Eles demonstraram que o 

TSA produz inibição do crescimento celular e a apoptose de células de CEB através da 

ativação de PTEN e inativação de Akt, considerando que tais drogas podem ser potenciais 

fármacos anti-cancerígenos na quimioterapia do CEB. 

Burgucuet al. (2012) analisaram a expressão do TBX3 e PTEN em CEB. Os genes T-

BOX, uma família de genes que codificam as proteínas Tbx (Tbx2, Tbx3, Tbx4 e Tbx5) que 

são fatores de transcrição importantes na proliferação e desenvolvimento celular. A expressão 

aumentada de TBX3 provoca diminuição da expressão de PTEN em pacientes com CEB, 

dando a célula neoplásica a capacidade de sobreviver ao controle da apoptose e o ganho da 

capacidade de metastatizar para diferentes órgãos a distância causando progressão do câncer. 

Wonet al. (2012) publicaram um estudo de caso-controle que comparou a frequência 

da mutação de PTEN em 121 pacientes com CEB e orofaringe, relacionados ou não com a 

presença de HPV. Eles encontraram maior frequência de mutações do PTEN em CEB ∕ HPV 

negativos, apresentando pior prognóstico. Já na orofaringe esses pacientes apresentaram 

menor frequência de mutação de PTEN e maior frequência de HPV positivos, com melhor 

prognóstico. 

 

1.7 Papilomavírus Humano (HPV) 

 

O HPV é um vírus da família Papillomaviridae, grupo de pequenos vírus não 

envelopados, epiteliotrópicos, de simetria icosaédrica. O virion do HPV tem cerca de 55 nm 

de diâmetro e apresenta genoma de DNA dupla fita circular, com cerca de 8.000 pares de 

bases (BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013). O genoma do HPV possui cerca de oito genes 

funcionalmente divididos em três regiões: região inicial, composta pelos genes E1, E2, E4, 

E5, E6, E7, que é responsável pela codificação das proteínas necessárias para replicação viral 

e sua transcrição; região tardia, composta pelos genes L1 e L2, que codifica as proteínas 

estruturais do capsídeo; região reguladora, upstreamregulatoryregion (URR), que apresenta 

elementos necessários para a replicação do DNA viral e regulação da transcrição (Figura 



 
 

3)(BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013; FERRAZ; 

MUÑOZ et al., 2006). 

 

Figura 3 - Esquema representativo do genoma do HPV constituído por 
DNA dupla fita circular (8kb) formado por região inicial (E1, E2, E3, 
E4, E5, E6 e E7), região tardia (L1 e 2) e região 

Fonte: Adaptado de 

Alguns destes genes, concretamente os genes E6 e E7, foram classificados como 

oncogenespela sua capacidade de induzir a transformação maligna das células infectadas, 

pois, E6 e E7 codificam oncoproteínas que têm como alvo as proteínas p53 e Rb, 

respectivamente, que são proteínas supressoras tumorais. Enquanto o Rb impede a célula de

prosseguir a divisão celular ao bloquear o fator de transcrição E2F, a p53 tem o mesmo efeito 

ao aumentar a expressão de p21, além de desencadear a apoptoseem casos de danos extensos 

ao DNA.Deste modo, os genes E6 e E7 do HPV acabam por induzir a divisão 

a apoptose (LJUBOJEVIC; SKERLEV, 2014

Cerca de 18 tipos de HPV são classificados como de alto risco oncogênico: 16, 18, 26, 

31, 33, 35, 39, 41, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82 (MUÑOZ 

relacionados ao desenvolvimento de tumores, como câncer de colo do útero (

SANTOS; DISCACCIATI, 

SKINNER et al., 2014), trato ano

2010; ZARAVINOS, 2014) e orofaringe (

MUÑOZ et al., 2006). Sendo assim, os fatores envolvidos na carcinogênese estão 

BETIOL; VILLA; SICHERO, 2013; FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI

Esquema representativo do genoma do HPV constituído por 
DNA dupla fita circular (8kb) formado por região inicial (E1, E2, E3, 
E4, E5, E6 e E7), região tardia (L1 e 2) e região regulatória(LCR).

Adaptado de Muñozet al., (2006). 

 

Alguns destes genes, concretamente os genes E6 e E7, foram classificados como 

oncogenespela sua capacidade de induzir a transformação maligna das células infectadas, 

pois, E6 e E7 codificam oncoproteínas que têm como alvo as proteínas p53 e Rb, 

respectivamente, que são proteínas supressoras tumorais. Enquanto o Rb impede a célula de

prosseguir a divisão celular ao bloquear o fator de transcrição E2F, a p53 tem o mesmo efeito 

ao aumentar a expressão de p21, além de desencadear a apoptoseem casos de danos extensos 

ao DNA.Deste modo, os genes E6 e E7 do HPV acabam por induzir a divisão 

LJUBOJEVIC; SKERLEV, 2014). 

Cerca de 18 tipos de HPV são classificados como de alto risco oncogênico: 16, 18, 26, 

31, 33, 35, 39, 41, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82 (MUÑOZ et al

volvimento de tumores, como câncer de colo do útero (

SANTOS; DISCACCIATI, 2012; SIMONATO; MIYAHARA, 2007; SHENG 

), trato ano-genital (KAMINAGAKURA et al., 2012; 

2010; ZARAVINOS, 2014) e orofaringe (CHATURVEDI et al., 2013; LÓPEZ 

., 2006). Sendo assim, os fatores envolvidos na carcinogênese estão 
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SANTOS; DISCACCIATIet al., 2012; 

Esquema representativo do genoma do HPV constituído por 
DNA dupla fita circular (8kb) formado por região inicial (E1, E2, E3, 

LCR). 

 

Alguns destes genes, concretamente os genes E6 e E7, foram classificados como 

oncogenespela sua capacidade de induzir a transformação maligna das células infectadas, 

pois, E6 e E7 codificam oncoproteínas que têm como alvo as proteínas p53 e Rb, 

respectivamente, que são proteínas supressoras tumorais. Enquanto o Rb impede a célula de 

prosseguir a divisão celular ao bloquear o fator de transcrição E2F, a p53 tem o mesmo efeito 

ao aumentar a expressão de p21, além de desencadear a apoptoseem casos de danos extensos 

ao DNA.Deste modo, os genes E6 e E7 do HPV acabam por induzir a divisão celular e evitar 

Cerca de 18 tipos de HPV são classificados como de alto risco oncogênico: 16, 18, 26, 

et al., 2006). Eles estão 

volvimento de tumores, como câncer de colo do útero (FERRAZ; 

2012; SIMONATO; MIYAHARA, 2007; SHENG et al., 2013; 

., 2012; MARUR et al., 

, 2013; LÓPEZ et al., 2014; 

., 2006). Sendo assim, os fatores envolvidos na carcinogênese estão 
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relacionados à afinidade do HPV às células epiteliais e ao seu potencial oncogênico 

(MARTÍN-HERNÁN et al., 2013). 

 

1.8 HPV em Carcinoma Epidermoide Bucal 

 

Os 18 tipos de HPV oncogênicos citados anteriormente estão relacionados ao 

desenvolvimento de tumores, como câncer de colo do útero (FERRAZ; SANTOS; 

DISCACCIATI, 2012; SHENG et al., 2013; SIMONATO; MIYAHARA, 2007; SKINNER et 

al., 2014), trato ano-genital (KAMINAGAKURA et al., 2012; MARUR et al., 2010; 

ZARAVINOS, 2014) e orofaringe (CHATURVEDI et al., 2013; LÓPEZ et al., 2014; 

MUÑOZ et al., 2006). Ultimamente, a sua associação com neoplasias benignas e malignas da 

cavidade oral, principalmente o carcinoma epidermóide, tem sido mais evidente.  

Dos mais de 100 tipos de HPV identificados, 24 já foram localizados na cavidade oral. 

Destes, 4 são particularmente importantes: os tipos 6 e 11 - que estão envolvidos nas lesões 

benignas do epitélio oral; os tipos 16 e 18 - comprovadamente carcinogênicos e possivelmente 

envolvidos na etiologia de determinados carcinomas epidermóides orais. Como descrito 

anteriormente, a ação desses dois últimos tipos de HPV está principalmente associada às 

oncoproteínas E6 e E7 produzidas pelos mesmos. E6 liga-se, sequestra e degrada a p53, 

importante proteína supressora de tumor. E7 liga-se e sequestra a pRb, também supressora de 

tumor, facilitando a liberação do fator de transcrição E2F. Deste modo, em determinados 

carcinomas epidermóide o HPV possui uma ação sinérgica com outros carcinógenos químicos 

e físicos, tais como o fumo e o álcool (MELO et al., 2021). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

 Estudar a expressão de p16INK4A enquanto marcador prognóstico, a heterozigosidade 

e a expressão do gene PTEN em Carcinoma Epidermoide Bucal (CEB) relacionando 

presença e ausência casos de papilomavirus humano. 

 

2.2 Específicos 

 

 Avaliar a expressão de p16INK4A em amostras de CarcinomaEpidermoide Bucal; 

 Avaliar a perda adicional de heterozigose do gene PTEN e seu nível de expressão de 

proteínas no CEB; 

 Relacionar os achados das análises da expressão da proteína PTEN e p16 com a 

sobrevida dos pacientes e com casos positivos de papilomavirus humano. 

  



20 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO I 
 

 

 

 

 

 

SIGNIFICANCE OF P16INK4A EXPRESSION AND PTEN LOSS OF HETEROZYGOSITY 

IN HUMAN PAPILLOMA VIRUS-RELATED ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA 

 

 

ANTICANCER RESEARCH 



Abstract. Background/Aim: p16 and PTEN are tumor
suppressor genes. Loss of these molecules in oral squamous
cell carcinoma (OSCC) has been studied worldwide. In this
study, we explored whether p16 cooperates with inactive
PTEN during the pathogenesis of OSCC, especially in regard
to tumor aggressiveness and proliferation. Materials and
Methods: Immunocytochemistry and western blot analysis
were used to examine the levels of p16 and PTEN.
Sequencing analysis was performed to identify mutations in
the PTEN gene and HPV infection. Fluorescence in situ
hybridization was used to examine the presence of the PTEN
locus. Results: PTEN analysis showed high positivity in T4
samples. HPV-positive tumors correlated with tabagism,
tumor size 3 and 4, disease stages 3 and 4, presence of
lymph node metastasis (N1) and poor differentiation.
Immunoexpression of p16 was strongly correlated with the
presence of HPV. Conclusion: PTEN demonstrated a higher
reactivity in advanced disease stages and p16 was strongly

associated with HPV. Viral presence decreases tumor
aggressiveness. Patients with advanced stage lesions
demonstrated lower survival rate.

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a subgroup of head
and neck cancer squamous cell carcinoma (HNSCC), and the
sixth most common malignancy in the world. Despite
achievements in the prevention, diagnosis, and treatment
management in the last three decades, it still has a weak 50%
overall 5-year survival rate (1-3). Despite the well-described
synergistic interaction between heavy tobacco and alcohol
consumption as significant risk factors, in the last decades,
epidemiological studies have shown an essential role for high-
risk human papillomavirus (HPV) infections in a subset of
HNSCCs, predominantly in oropharynx tumorigenesis (4-7).

HPV-positive head and neck tumors, mainly in the
oropharynx, have inherently different epidemiological,
clinical, and molecular characteristics compared to those
caused by classic risk factors and their HPV-negative
counterparts. Noteworthy, the global impact of HPV-
associated OSCC cases and the distinct molecular
mechanisms that play a significant role in HPV-positive and
HPV-negative tumor progression are still unclear (8-10). Oral
carcinogenesis is a complex process characterized by
aberrant gene and protein expression. In this context, the
investigation of p16 expression changes and the PTEN gene
status has gained prominence (11, 12). 
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p16 overexpression has been recognized as a reliable
surrogate marker for oncogenic HPV infection (13, 14). This
protein binds to CDK4 or 6 to impair complex formation with
cyclins, which in turn is responsible for the phosphorylation
and consequent inactivation of pRB, resulting in cell cycle
arrest at G1/S checkpoint, a way through which p16 protein
can inhibit cancer cell proliferation (8, 15). 

PTEN is a well-established tumor suppressor gene and a
negative regulator of the PI3K/Akt/mTOR pathway; loss of
PTEN results in Akt hyperactivation (16, 17). Importantly,
loss of PTEN expression was found in 29% of tongue
cancers, and loss of heterozygosity (LOH) was identified in
40% of HNSCCs, which has been related to worse outcomes
after adjuvant radiotherapy (18-20). 

Based on the above, this study aimed to provide an initial
insight into p16INK2a expression as a potential prognostic
marker, as well as the relevance of additional LOH of the PTEN
gene and its protein expression levels in OSCC in a Northern
Brazilian cohort. 

Materials and Methods

Study design. This retrospective study included a cohort of 119
patients diagnosed with primary OSCC at the Oral Pathology
Department of João de Barros Barreto University Hospital (Belém,
Brazil) (Table I). The study was conducted following the principles
of the Declaration of Helsinki, and the Ethics Committee approved
the protocol of the University Hospital João de Barros Barreto (n˚
1.426.757). Two oral pathologists and one head and neck surgeon
analyzed the available samples to define the TNM classification
according to the American Society of Clinical Oncology
classification (21). 

Immunohistochemistry (IHC). The reactions were carried out in 3 μm
thick histological sections, dewaxed in two xylol baths, the first in an
oven at 60ºC and the second at room temperature. Then, the sections
were hydrated in a descending series of ethanol (100%, 95% and
85%). To remove the formolic pigment, the sections were dipped in
10% ammonium hydroxide and 95% ethanol and washed with
distilled water. To uncover antibody epitopes, the sections were
immersed in 10 mM EDTA buffer solution (pH 8.0), incubated in a
microwave for 15 min, and then washed in distilled water. To block
endogenous peroxidase, the sections were dipped in a solution of 6%
hydrogen peroxide and methanol (1: 1, v/v) twice for 15 min at room
temperature and then, washed with Tris solution (pH 7, 4). Then, 3
μm thick histological sections were incubated with antibodies against
PTEN (polyclonal anti-human PTEN, Invitrogen, Waltham, MA,
USA) and p16 (monoclonal anti-human p16, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA). After rinsing with PBS, slides were
incubated with secondary antibody followed by streptavidin-biotin-
peroxidase complex, both for 30 min at room temperature with a PBS
wash between each step (LSAB-Kit + HRP; Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). After diaminobenzidine (DAB+; Agilent
Technologies) visualization of peroxidase activity, sections were
subsequently counterstained with Mayer’s hematoxylin solution
(Merck, Darmstadt, Germany). Two pathologists classified the results
according to Tsurutani and colleagues (22). 

Fluorescence in situ hybridization (FISH). The FISH assay was
carried out using 5 μl of Vysis LSI PTEN SpectrumOrange Probe
(Abbott Molecular Inc. Chicago, IL, USA) in a humidified chamber
at 37˚C overnight and the slides were counterstained with DAPI
(4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride). For FISH
evaluation, 200 randomly chosen cells stained with the probe in
each allele of the PTEN gene per sample were counted. Signals of
homozygous PTEN deletion were considered when a simultaneous
lack of both PTEN locus signals in 25%-30% of the analyzed cells’
scored nuclei was observed (23-25). 

Western blotting analysis. Fifty protein samples from human mouth
lining epithelium were extracted using RIPA lysis and extraction
buffer (25 mM Tris•HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), solubilized in 4X Laemmli sample buffer and
denatured for 5 min at 95˚C. The proteins were separated by
electrophoresis on 12% or 15% SDS-PAGE and transferred onto
polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (GE Healthcare
Chicago, Illinois, USA). PVDF membranes (Millipore, Billerica,
MA, USA) were then blocked at 4˚C overnight with 5% non-fat dry
milk in PBS containing 0.1% Tween 20. Then, the membranes were
incubated with an antibody against p16 (dilution 1:1000; Thermo
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Table I. Clinicopathological characteristics of the analyzed samples.

Clinicopathological features                                                 

N=119                                                                               N (%)

Age
  ≤40 years                                                                    12 (10%)
  >40 years                                                                  107 (90%)
Gender
  Female                                                                        52 (43.7%)
  Male                                                                            67 (56.3%)
Smoking
  No                                                                               45 (37.8%)
  Yes                                                                              74 (62.2%)
Primary tumor site
  Tongue/Floor of the mouth                                        65 (54.6%)
  Other locations                                                           54 (45.4%)
T (Tumor size)
  T1 or T2                                                                      47 (39.5%)
  T3 or T4                                                                      72 (60.5%)
N (Lymph node metastasis)
  N0 or N1                                                                     78 (65.5%)
  N2 or N3                                                                     41 (34.5%)
Disease stage
  I or II                                                                          41 (34.5%)
  III or IV                                                                      78 (65.5%)
Mutational evaluation
  Mutated                                                                       23 (19.3%)
  Non-mutated                                                               96 (80.7%)
Histological grade
  Poorly differentiated                                                  56 (47%)
  Moderate                                                                     29 (24.4%)
  Well differentiated                                                     34 (28.6%)



Fisher Scientific). The antigen-antibody complexes were visualized
using an HRP-conjugated secondary antibody and an enhanced
chemiluminescence system (Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate, Thermo Fisher Scientific). Acquired images were
quantified by ImageQuant 350 digital image system (GE) and β-
Actin (1:200, Abcam, Cambridge, UK) was used as an internal
control of the experiments.

DNA isolation and molecular analysis of PTEN. Ten 5-μm thick
histological sections were obtained for DNA extraction by the
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Venlo, the Netherlands),
following the protocol of the manufacturer. PTEN gene exons 1-9
(26-28) were amplified by polymerase chain reaction (PCR), and
samples were then purified with Sephadex® G-50 (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany). Subsequently, the sequencing reactions were
performed using the BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems
3500, Darmstadt, Germany). Sequencing of non-tumor DNA (from
normal mucosa) was used to ascertain that PTEN mutations found

in the tumors were somatic. Independent repeated analyses
confirmed the mutations. 

HPV analysis by direct sequencing. The efficacy of DNA extraction
was evaluated by PCR amplification of the β-globin gene (29). For
the HPV PCR detection, viral gene-specific reactions were
performed using GP5+ and GP6+ primers, which amplify a 150 bp
fragment of the L1 viral gene, corresponding to a conserved region
of the virus genome (30). The viral identification was performed by
direct sequencing of the PCR product using the 3500 Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific). 

Statistical analyses. Data were analyzed statistically using the
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
and PASW Statistics program 18.0 (Quarry Bay, Hong Kong).
Associations between HPV and other clinicopathological features
were analyzed using chi-square (χ2) and logistic regression. Overall
survival rates were estimated by the Kaplan–Meier method and
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Figure 1. Immunohistochemical analysis of PTEN and p16 protein expression in OSCC. (A) Immunoreaction for PTEN protein was predominantly
in the cytoplasm, less frequent in the nucleus (DAB, ×40). (B) Immunolabeling for p16 demonstrating a nucleus pattern (DAB, ×20).

Figure 2. Immunofluorescence for PTEN evaluating the loss of alleles. (A) Two signals, homozygosity. (B) Loss of homozygosity, one signal. 



compared using a Log-rank test. The level of significance was based
on a p-value ≤0.05, and the confidence interval was 95%. 

Results

PTEN immunohistochemistry. PTEN was positive in 79 cases
(66.4%), and negative in 40 cases (33.6%). The
immunoreaction of PTEN protein was predominantly in the
cytoplasm (72.3%), less frequent in the nucleus (5%) and
concomitantly in the cytoplasm/nucleus (22.7%). Stage IV
tumors showed a higher cytoplasmic/nuclear (51, 9%)
immunolabeling (p=0.002) (Figure 1). 

High positivity of PTEN was observed in T4 tumors
(46.8%) when compared to T1 (22.8%), T2 (11.4%) and T3
(19%) tumors (p<0.01). Patients who presented lymph node
metastasis showed a higher PTEN positive index when
compared to those who did not present lymph node metastasis
(55% vs. 44.6%, p=0.02). In contrast, there was no statistically
significant correlation between PTEN positivity and age at
diagnosis (p=0.98), gender (p=0.16), primary tumor site
(p=0.21), disease stage (p=0.61), mutation (p=0.17),
histological grade (p=0.57) and p16 expression (p=0.74).

Positive PTEN protein expression was significantly increased
in smoking patients when compared to the non-smoking group.
Smoking patients had 2.5 times higher expression of PTEN than

non-smoking patients (95%CI=1.156-5.549; p=0.03). Our
results demonstrated a significant result when the disease stage
was associated with mutation, showing that stage IV (65.2%)
presented a higher number of mutated cases when compared
with stage II (21.7%) and stage III (13%) (p=0.043). 

PTEN FISH and molecular analysis. FISH detected loss of
alleles in 23 tumors (19.3%), and sequencing of exons 1 to
9 of PTEN gene revealed point mutations in 16 samples. We
considered that the PTEN allele was deleted when 25% or
more of the cells in the FISH presented only one fluorescent
signal. We were able to observe one fluorescent signal in 49-
98% of the interphasic nuclei analyzed, which indicated a
deletion of the PTEN gene in our samples (Figure 2).

Even with this high index (19.3% of the samples with
more than 25% of the cells had deleted PTEN gene), we
could not observe a significant association (p>0.05) between
the deletion of the PTEN gene and any of the clinical,
pathological, or genetic variables analyzed in the present
study. In the other 96 OSCC samples (81, 7%), no alteration
of the PTEN gene was observed, and the alleles losses
occurred in less than 25% of nuclei. No correlation was
found between the presence of PTEN mutations and the
overall survival of the patients studied (p>0.05). However,
when we examined the number of mutations in different
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Table II. Somatic origin of mutations. 

Case                   Mutational statusA                   Protein changeB                    Exon                      Consequence                            1                             2

9                             c.253+1 G>C                            Splice site                             4                           Frameshift                            8.0%                    92.0%
11                              c.386 G>A                                 G129E                               5                            Missense                             7.5%                    92.5%
16                              c.697 C>T                                 R233X                               7                            Nonsense                            3.5%                    96.5%
26                            exon 6-9 del                                     -                                     -                             Deletion                             5.0%                    95.0%
28                              exon 2 del                                       -                                     -                             Deletion                             2.0%                    98.0%
30                              c.388 C>T                                 R130X                               5                            Nonsense                          37.5%                    62.5%
32                             c.1003 C>T                                R335X                               8                            Nonsense                          12.5%                    87.5%
33                             c.368 A>G                                 H123R                               5                            Missense                             8.0%                    92.0%
36                              c.359 T>G                                 A120X                               5                            Nonsense                            8.0%                    92.0%
56                           c.253+1 G>C                            Splice site                            4                           Frameshift                          36.0%                    64.0%
61                           c.253+1 G>C                            Splice site                             4                           Frameshift                          25.5%                    74.5%
65                             c.395 G>A                                 G132N                               5                            Missense                           18.0%                    82.0%
70                              c.406 T>C                                 C136R                               5                            Missense                           39.5%                    60.5%
73                              c.406 T>C                                 C136R                               5                            Missense                           29.5%                    70.5%
76                             c.389 G>A                                 R130Q                               5                            Missense                           10.0%                    90.0%
82                           c.253+1 G>C                            Splice site                             4                           Frameshift                          25.0%                    75.0%
83                              c.388 C>T                                 R130X                               5                            Nonsense                          40.0%                    60.0%
86                              c.528 T>C                                 Y176X                               6                            Nonsense                            5.0%                    95.0%
88                              c.388 C>T                                 R130X                               5                            Nonsense                            8.5%                    91.5%
98                              c.209 T>C                                   L70P                                 3                            Missense                           18.0%                    82.0%
99                              c.388 C>T                                 R130X                               5                            Nonsense                          35.0%                    65.0%
106                            c.388 C>T                                 R130X                               5                            Nonsense                          40.0%                    60.0%
119                         c.253+1 G>C                            Splice site                             4                           Frameshift                          50.5%                    49.5%

ANumbering of the bases indicating the alteration is given relative to the cDNA sequence, with the initiator ATG beginning at base 1. BThe original
amino acid and position of the residues in the protein (with the initiator Met numbered as 1) are followed by an "X" in the case of nonsense
mutations.



tumor stages, we could observe a statistically significant
difference between stage IV (60% of them) and stages II
(27% of them) and III (20% of them) (p=0.043). There is a
seven times greater risk for advanced stages in the presence
of mutation of PTEN. We did not detect mutations in stage
I. The results of the molecular analyses and FISH of the
PTEN gene are summarized in Table II. 

Distribution of HPV status. In the analyzed samples, it was
observed that 64 samples (53.8%) were positive for HPV,
whereas 55 (46.2%) were negative for HPV. Among those
positive, 15 samples demonstrated a positive reaction product
for low-risk HPV-6 (23.5%), 9 for subtype 11 (14%), 25
subtype 16 (39%) and 15 subtype 18 (23.5%), totaling 40
cases with high risk for HPV(HR-HPV). HPV-positive tumors
demonstrated a statistically significant result for tabagism
(p<0.0001), evidencing an association between tobacco
consumption and HPV positive samples. Furthermore, the
results revealed a significant correlation between HPV-positive

status, tumor size 3 and 4 (p<0.0001) and disease stage 3/4
(p<0.0001) when compared to HPV negative samples.
Additionally, we observed a strong correlation between HPV
positive status and lymph node metastasis (N1) (p<0.0001), as
well as with poorly differentiated tumor samples (p<0.0001).

Distribution of p16 positive cases in all tumors. p16
immunoreaction demonstrated primarily a cytoplasmic
pattern (82.3%), less frequently a nuclear pattern (7.8%) and
concomitantly in the cytoplasm/nucleus (9.9%) (Figure 1B). 

p16 expression was strongly associated with the presence
of HPV (p<0.0001). However, there was no statistically
significant correlation between the expression of p16 and
some clinicopathological features, like age (p=0.10), gender
(p=0.58), TNM, and mutational status of PTEN (p=0.52). It
is worth emphasizing that fifty-eight percent of patients with
p16-positive tumors were non-smokers, and 85.7% of those
with p16-negative tumors had more than ten pack-years of
exposure.

Kato et al: P16INK4A Expression and PTEN LOH in OSCC

6359

Figure 3. Representative western blot of p16 (lower gel) and beta-actin (upper gel) that was used as an endogenous marker for normalization.
Lanes are labeled on the top of the figure, and the analyzed patients' case numbers are shown at the bottom. Lane 1 L=ladder band pattern. Lane
2 NC=normal control (pool of p16 proteins extracted from 55 normal human mouth lining epithelium). Lanes 3, 5, and 7 correspond to cases
negative for the HPV virus that do not overexpress p16 (p16 expression similar to the normal human mouth lining epithelium). Lanes 4, 6, 8, 9 and
10 correspond to HPV-positive cases [subtype 6 (lanes 4 and 6) 16 (line 8), 11 (line 9) and 18 (line 10)] with p16 overexpression. Lanes 3 and 5
correspond to samples with wild type p16 that are negative for HPV and do not overexpress p16. Lanes 4, 8, and 9 correspond to samples with
wild type p16 that are positive for HPV and overexpress p16. Lanes 6 and 10 correspond to samples with mutated p16 that are positive for HPV
and overexpress p16, and lane 7 corresponds to a sample with mutated p16 that is negative for HPV virus and does not overexpress p16. The relative
quantification of OSCC tumor p16 protein in relation to the pool of p16 proteins extracted from 55 normal human mouth lining epithelium was:
0.98 (lane 3), 1.58 (lane 4), 0.96 (lane 5), 1.58 (lane 6), 1.17 (lane 7), 2.01 (lane 8), 1.59 (lane 9), 2.23 (lane 10). 
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Figure 4. Continued



Figure 3 is a representative western blot of p16 that lists
OSCC HPV negative cases that do not overexpress p16 (p16
expression similar to the normal human mouth lining
epithelium) and OSCC HPV-positive cases with p16
overexpression.

Survival outcomes. The follow-up time was 5 years (60
months). Overall, 102 patients (85.7%) deceased. Overall
cumulative survival rates were 95% at one year, 33% at three
years, and 14% at five years. Univariate analysis found
prognosis to be significantly related to seven clinicopathological
factors. These variables were: smoking, tumor size, lymph node
metastasis, disease stage, histological grade, HPV status, and
subtypes. Multivariate analysis of these six significant variables
determined by univariate analysis identified that all six
prognostic factors independently impacted on survival and one
(p16 status) that did not independently impact on survival. The
log-rank test showed that the odds ratios of death among

smoking patients were 1.5 times higher, equivalent to 14 months
less of survival (p<0.001), than non-smoking patients (Figure
4A). Patients who presented tumor sizes 3 and 4 demonstrated
a 1.94 times higher risk of death (p<0.001) when compared
with tumor sizes 1 and 2 (Figure 4B). The odds of death for
patients who were diagnosed with lymph node metastasis 2 and
3 was 2.23 times. The risk of death was 2.23 times greater for
patients with lymph node metastasis (N2 and N3) (p<0.001)
than patients with no lymph node metastasis (0 and 1) (Figure
4C). Regarding the disease stage, our results demonstrated that
the odds of death among those who presented disease stages 3
and 4 was 2.03 times (p<0.0001) greater than those staged as 1
and 2 (Figure 4D). 

The odds of death among those who presented poorly
differentiated histological grade were 1.76 times (p<0.001)
higher than those classified as well-differentiated tumors
(Figure 4E). Furthermore, the odds of death among patients
who were HPV-negative was 2.22 times (p=0.0001) greater
than those observed for HPV-positive patients (Figure 4F).
We examined survival outcomes based on p16 status and
observed that those patients who presented p16 positive
immunostaining had 2.14 times longer survival time than
those who were negative (p<0.001) (Figure 4G). There were
also survival outcome differences between the p16-positive
and p16-negative patients that had a smoking history. The
patients who were smokers and had no p16 protein
expression had two times fewer survival months compared
with non-smokers that were p16 positive (p<0.001).

Discussion

OSCC is the most common malignant neoplasm of the oral
cavity (31, 32). This pathological entity commonly affects
male individuals, such as those in the present study,
belonging to an age group above 40 years and is frequently
diagnosed in the sixth decade of life, which is in accordance
with our results (33-37). Furthermore, it has been shown that
the tongue and the floor of the mouth are the lesion sites in
the majority of cases (23, 31, 34, 38). 

The tumor suppressor gene PTEN is also involved in oral
tumorigenesis, as it has been demonstrated that PTEN
inactivation or deletion mimics activation of the mTOR
signaling pathway in the pathogenesis of OSCC. Moreover,
PTEN LOH and reduced levels of the protein play an
essential role in aggressive tumors and contribute to poor
disease-free and overall survival (39, 40). In support, from
119 patients with OSCC analyzed in the present study, 40
samples were negative for PTEN immunoexpression.

Squarize et al. (38) have analyzed PTEN expression in
OSCC by immunohistochemistry. They showed that protein
expression was related to the degree of malignancy and that
aggressive tumors with high malignancy score did not express
PTEN, suggesting that it can be used as a prognostic marker.
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Figure 4. Survival analysis and its association with clinicopathological
factors. (A) Smoking patients demonstrated 14 months less survival than
non-smoking patients (p<0.001). (B) Individuals who presented tumor
sizes 3 and 4 demonstrated a 1.94 times higher risk of death when
compared with tumor sizes 1 and 2 (p<0.001). (C) Patients diagnosed
with 2 or 3 metastatic lymph nodes were 2.23 times more likely to die
compared to patients without lymph node metastasis or with only one
lymph node metastasis (p=0.001). (D) Individuals who demonstrated
disease stage 3 or 4 showed 2.03 times higher risk of death than stage
1 and 2. (E) The odds of death among those who presented poorly
differentiated histological grade were 1.76 times (p<0.001) higher than
those classified as well-differentiated tumors. (F) Individuals who had
no HPV had a 2.22 times greater chance of death than that seen for
HPV-positive patients (p=0.0001). the odds of death among patients
who were HPV -negative was 2.22 times (p=0.0001) greater than that
observed for HPV-positive patients. (G) Patients who were p16 negative
showed 2.14 times longer survival time than those who were p16
positive (p<0.001).



Conversely, our study demonstrated a statistically significant
association between increased PTEN expression and T4
tumors, lymph node metastasis, and smoking. This unexpected
result may be explained by the fact that increased PTEN levels
occur to compensate for the increased levels of Akt, since they
directly influence the molecular pathways of progression of
malignant neoplasms (17, 23). Additionally, Troeltzsch and
colleagues (41) have shown that poorly differentiated tumors
are associated with the occurrence of lymph node metastasis,
which corroborates with our results since an increased number
of poorly differentiated tumors was observed.

Mutations in the PTEN gene were also evaluated in the
lesions, and we observed 16 point mutations and allelic
deletions in 19.3% of the analyzed tumors. The results
showed a statistically significant association between stage
IV tumors and the presence of a mutation. 

Previous studies that evaluated gene expression and copy
number alterations in OSCC demonstrated loss of PTEN in
59.4% of cases (42). Indeed, somatic mutations or deletions
of PTEN have been previously described in a wide variety
of premalignant and malignant lesions, including breast,
prostate, endometrial, and oral squamous cell carcinomas,
head and neck cancer, glioblastoma and melanoma (43). In
head and neck squamous cell carcinoma, loss of the PTEN
gene was found in 8.16% of cases, and somatic mutations in
5.45% (44). Interestingly, protein expression was not
correlated with the presence of mutations, indicating that
another mechanism can alter PTEN function.

Another gene with suppressor function and a significant
role in carcinogenesis is p16, a cyclin-dependent kinase
inhibitor that controls tumor progression by inhibiting
transition through the G1 phase of the cell cycle (45). In this
study, we examined the correlation between HR-HPV
infection and P16 and PTEN LOH and observed that high
expression of p16 and PTEN in OSCC was sometimes
associated with clinicopathological data.

Recent studies have found that abnormal expression of the
tumor suppressor gene P16 was closely associated with HR-
HPV infection during carcinogenesis in a subset of HNSCC.
Multiple studies have found that p16 is an important
prognostic biomarker in oropharyngeal squamous cell
carcinoma (OPSCC) (46). The prognostic role of p16 in non-
oropharyngeal HNSCC, including OSCC, however, is
unclear. Several studies have concluded that p16 has no
prognostic significance in non-OPSCC (14, 47, 48), whereas
others have concluded the opposite (49).

HPV DNA and expression of p16 has been suggested as a
gold standard marker for the detection of HPV infection in
many cases of cancers (49, 50). The frequency of HPV
infection is significantly higher in patients with OSCC, as
identified through the detection of HPV DNA and p16
expression (51). Our results revealed that 64 of the 119 cases
were HPV positive, with a high expression of p16. Among

these positive samples, 40 showed the presence of the virus
subtypes 16 or 18. Interestingly, a study that evaluated the
expression of p16 in correlation with an HPV infection in
HNSCC observed that the protein expression was higher in
the oropharynx and p16 positive patients had better survival,
demonstrating that it is a useful prognostic marker in
combination with the status of the p16 HPV (52). 

A recent study analyzed 174 samples of OSCC for p16
levels and the presence of HPV DNA and its genotypes. Of
the total, 24 samples were found to overexpress p16 and in
13, HPV DNA was detected. In agreement, the current study
demonstrated that HR-HPV (16 or 18) genotypes were the
most prevalent, enhancing the hypothesis about p16
immunoreactivity and HPV genotyping as a useful marker of
virus infection in OSCC (53). 

Several studies have examined the relationship between
smoking status and p16 expression mechanisms and reported
that smoking was significantly associated with promoting
p16 methylation (54). Corroboratively, a recent study from
China has reported that smoking is positively correlated with
p16 hypermethylation in NSCLC (55). However, their meta-
analysis was limited to promoter methylation, which is not
the most common mechanism of inactivation for p16.
Another meta-analysis confirmed that all inactivation
mechanisms are genuinely associated with loss of protein
expression. There is also a study that identified specific
associations between p16 inactivation mechanisms and other
genetic changes and smoking status (54). 

Regarding patient’s survival, we observed that smoking
patients presented 14 months shorter survival compared to
non-smoking patients. Kawakita et al. have explained that
smoking induces p53 mutations and may trigger many
harmful cascades in the human body, leading to a poor
prognosis (56). Increased tumor size (3 and 4) demonstrated
a 1.94 times higher risk of death when compared with
smaller tumor sizes, consistent with other previous studies
(41, 57). Additionally, we showed that the odds of death for
patients who were diagnosed with lymph node metastasis N2
or N3 were higher (2.23 times higher) than those with N0 or
N1. Furthermore, we demonstrated that the odds of death
among those who presented with disease stages 3 and 4 were
two times greater than those staged as 1 and 2. Therefore,
cancer staging based on the TNM stage was a significant
prognostic variable (58). 

Positive HPV samples were also significantly correlated
with increased tumor size, which can be explained by the
inactivation of the Rb protein through the E7 HPV protein.
In this scenario, p16 overexpression may be an attempt to
recover Rb normal function, thus allowing normal cellular
progression from the G1 phase to the S phase of the cell
cycle. Furthermore, similar to our results, it has been shown
that advanced tumors also showed a significant association
with p16 overexpression (59).
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In addition, the possibility of death of patients with poorly
differentiated histological grades was 1.76 times greater than
those with well-differentiated tumors, which is compatible
with previous studies (60). The tumor’s aggressiveness may
explain, for instance, the association of the histological grade
with lymph node metastasis, recurrence index, and distant
metastasis (56, 58). 

Besides that, p16 has been shown to sensitize HPV-
positive cells to ionizing radiation by inhibiting homologous
recombination-mediated DNA damage response and down-
regulating cyclin D1 expression. The inhibition of the DNA
damage response by p16 is thought to be independent of its
cell-cycle regulation–inhibition CDK4/6 activity (61). 

Conclusion

In conclusion, PTEN and p16 are suppressor genes that control
tumor progression. In the current study, PTEN demonstrated a
higher immunoreactivity in advanced disease stages (seven
more times). p16 was strongly associated with HPV and did
not demonstrate a significant association with any
clinicopathological factor analyzed. Both proteins present great
importance for the prognosis of patients. It was demonstrated
that the presence of the virus decreases tumor aggressiveness.
Also, advanced stages lesions demonstrated a lower survival
rate. We observed that smoking and p16 absence were
significantly associated with two times decreased survival rate.

Further understanding of the role of PTEN in the initiation
and progression of cancer increases may be used for the
design of novel therapeutic approaches, such as inhibition of
Akt, which the protein involved in the most common
signaling pathway associated with OSCC progression. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O CEB é a neoplasia maligna mais comum da cavidade oral (BEZERRA et al., 2018; 

SINGH et al., 2017). Essa entidade patológica comumente afeta indivíduos do sexo 

masculino, pertencentes a uma faixa etária acima de 40 anos, e é frequentemente 

diagnosticada durante a sexta década de vida, o que está de acordo com os resultados 

apresentados no presente estudo (LOPES et al., 2017; PONTES et al., 2015; PRASAD et al., 

2019). Além disso, o presente estudo também mostrou uma prevalência discreta para 

pacientes do sexo masculino, corroborando os achados descritos na literatura (HOWELL; 

WRIGHT; DEWAR, 2003; MOURA et al., 2017). Em relação ao local da lesão, a língua e o 

assoalho bucal demonstraram maior número de casos, observado anteriormente em estudos já 

publicados (HOWELL; WRIGHT; DEWAR, 2003; PONTES et al., 2015; MIYAHARA et 

al., 2018; BEZERRA et al., 2018). 

O gene supressor de tumor PTEN também está envolvido na tumorigênese oral, uma 

vez que foi demonstrado que a inativação ou deleção do PTEN mimetiza a ativação da via de 

sinalização do mTOR na patogênese do CEB. Neste sentido, esses fatores associados a perda 

de heterozigosidade deste gene parece ser mecanismos essenciais para tumores agressivos e 

baixa sobrevida livre de doença e global (DI CRISTOFANO; PANDOLFI, 2000; SQUARIZE 

et al., 2013). Desse modo, é imprescindível ressaltar que dos 119 pacientes com CEB  

analisados no presente estudo, 40 amostras foram negativas para imunoexpressão de PTEN. 

Squarizeet al. (2013) analisaram a expressão imunohistoquímica de PTEN no CEBe 

mostraram que a expressão da proteína estava relacionada ao grau de malignidade e que 

tumores agressivos com alto escore de malignidade não expressavam PTEN, sugerindo que 

essa proteína pode ser usada como marcador prognóstico. Por outro lado, o presente estudo 

demonstrou uma associação estatisticamente significativa entre o aumento da expressão de 

PTEN e tumores T4, metástases em linfonodos e pacientes fumantes. Esse resultado 

inesperado pode ser explicado pelo fato de que níveis aumentados de PTEN ocorrem para 

compensar níveis aumentados de Akt, uma vez que influencia diretamente nas vias de 

progressão molecular das neoplasias malignas (PONTES et al., 2018; MIYAHARA et al., 

2018). 

Além disso, Troeltzsch e cols. (2016) mostraram que tumores pouco diferenciados 

estão associados à ocorrência de metástases linfonodais, o que corrobora com os resultados 

deste estudo, visto que foi observado um número aumentado de tumores pouco diferenciados. 
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Mutações do gene PTEN também foram avaliadas nas lesões e observou-se 16 

mutações pontuais e deleção alélica em 19,3% dos tumores analisados. Os resultados 

mostraram uma associação estatisticamente significativa entre os tumores em estágio IV e a 

presença de mutação. Estudos anteriores que também avaliaram a expressão gênica e a 

alteração do número de cópias no CEB demonstrou perda de PTEN em 59,4% dos casos 

(KONCAR et al., 2017). De fato, mutações somáticas ou deleções de PTEN foram 

previamente descritas em uma ampla variedade de lesões pré-malignas e malignas, incluindo 

mama, próstata, endométrio, carcinoma de células escamosas orais, câncer de cabeça e 

pescoço, glioblastoma e melanoma (LEE et al., 2001). No carcinoma epidermóide de cabeça e 

pescoço, a perda do gene PTEN foi encontrada em 8,16% e a presença de mutações somáticas 

em 5,45% (LIU et al., 2013). Curiosamente, a expressão da proteína não foi correlacionada 

com a presença de mutações, indicando que outro mecanismo pode alterar a função do PTEN. 

Outro gene com função supressora e papel significativo no processo carcinogênico é o 

p16, um inibidor da cinase dependente da ciclina que controla a progressão do tumor através 

da fase G1 do ciclo celular (SUSHMA et al., 2016). Embora tenha sido observada uma alta 

expressão de P16 e PTEN no CEB, às vezes está associado a dados clínico-patológicos, não 

se encontrou relação estatística entre eles. 

Estudos recentes descobriram que a expressão anormal do gene supressor de tumor 

P16 está intimamente associada à infecção por HR-HPV durante a carcinogênese de um 

subconjunto de HNSCC. Vários estudos descobriram que o p16 é um importante biomarcador 

de prognóstico no carcinoma de células escamosas da orofaringe (OPSCC) (GILLISON et al., 

2008). O papel prognóstico de p16 em Carcinoma Epidermoide de Cabeça e Pescoço (CECP) 

não orofaríngeo, incluindo CEB, no entanto, não é claro. Vários estudos concluíram que o 

P16 não tem significado prognóstico em pessoas não OPSCC (COMBES; FRANCESCHI, 

2014; FAKHRY et al., 2017; LAI et al., 2017), enquanto outros concluíram o contrário 

(SATGUNASEELAN et al., 2016). 

O DNA do HPV e a expressão de P16 foram sugeridos como padrão ouro para a 

detecção de infecção por HPV em muitos casos de câncer. A frequência da infecção por HPV 

é significativamente maior em pacientes com CEE, conforme identificado por meio da 

detecção do DNA do HPV e da expressão de P16 (SMITHA; MOHAN; HEMAVATHY, 

2017). No presente estudo, 64 dos 119 casos analisados eram HPV positivos com alta 

expressão de P16. Dentre essas amostras positivas, quarenta mostraram a presença dos 

subtipos 16 ou 18 do vírus. Curiosamente, um estudo avaliou a expressão de p16 com 

infecção por HPV no HNSCC e observou que a expressão da proteína foi maior na orofaringe, 
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em que pacientes p16 positivos tiveram melhor sobrevida, demonstrando um marcador 

prognóstico útil em combinação com o estado do HPV e p16 (STEPHEN; WORSHAM, 

2015). 

Um estudo recente analisou 174 amostras de OSCC para níveis de p16 e identificação 

de DNA de HPV e seus genótipos. Do total, 24 amostras apresentavam superexpressãopara 

p16 e 13 com detecção para DNA de HPV. Tal como demonstrado no presente estudo, os 

genótipos HR-HPV (16 ou 18) foram os mais prevalentes, reforçando a hipótese sobre a 

imunorreatividade do p16 e a genotipagem do HPV como um marcador útil de infecção viral 

no OSCC (KOUKETSU et al., 2016). 

Vários estudos examinaram a relação entre o tabagismo e os mecanismos de expressão 

de P16 e relataram que fumar estava significativamente associado à promoção da metilação de 

p16 (TAM et al., 2013). Semelhantemente, um estudo recente da China relatou que o 

tabagismo está positivamente correlacionado com a hipermetilação do p16 no NSCLC 

(ZHANGet al., 2011). No entanto, sua metanálise foi limitada à metilação do promotor, que 

não é o mecanismo mais comum de inativação para p16. Outra metanálise confirmou que 

todos os mecanismos de inativação estão genuinamente associados à perda de expressão de 

proteínas, identificando associações específicas entre os mecanismos de inativação de p16 e 

outras alterações genéticas e tabagismo (TAM et al., 2013). 

Em relação à sobrevida do paciente, observou-se no presente estudo que os pacientes 

fumantes apresentaram 14 meses a menos de sobrevida quando comparados aos não fumantes. 

Kawakitaet al. (2012) explicaram que fumar induz a mutação do p53 e pode desencadear 

muitas cascatas prejudiciais no corpo humano, levando a um prognóstico ruim. O aumento do 

tamanho do tumor (3 e 4) demonstrou um risco maior de morte de 1,94 vezes quando 

comparado com tumores menores, consistente com outros estudos anteriores (MUKOYAMA 

et al., 2018; TROELTZSCH et al., 2016). Além disso, os resultados apresentados mostraram 

que a chance de óbito para os pacientes com diagnóstico de metástase linfonodal N2 e N3 foi 

maior (2,23 vezes maior) do que N0 e N1. O presente estudo demonstra também que a chance 

de óbito entre aqueles que apresentavam estágios 3 e 4 da doença foi 2 vezes maior do que 

aqueles estadiados como 1 e 2. A partir desse resultado, pode-se postular que o estadiamento 

do câncer com base no estágio TNM foi uma importante variável prognóstica (DE SILVA et 

al., 2018). 

As amostras positivas de HPV também foram significativamente relacionadas com o 

aumento do tamanho do tumor, o que pode ser explicado pela inativação da proteína Rb pela 

proteína E7 do HPV. Neste cenário, a superexpressão de p16 talvez seja uma tentativa de 
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recuperar a função normal de Rb, equilibrando assim a progressão celular normal da fase G1 

para a fase S no ciclo celular. Além disso, os tumores avançados também mostraram uma 

associação significativa com a superexpressão de p16, semelhante aos resultados descritos no 

presente estudo (FAKHRY et al., 2008). 

Além disso, a possibilidade de morte de um paciente com grau histológico pouco 

diferenciado foi 1,76 vezes maior do que aqueles com tumores bem diferenciados, compatível 

com estudos anteriores (PADMA et al., 2017). A agressividade do tumor pode ser explicada 

como a associação desse grau histológico com metástases linfonodais, índice de recorrência e 

metástases à distância (DE SILVA et al., 2018; KAWAKITA et al., 2012). 

Em relação ao hábito de fumar e a ausência de expressão da proteína p16 para menor 

sobrevida. Satgunaseelan e cols. (2016) explicaram que a expressão de p16 medeia seus 

efeitos na sobrevida, controlando a capacidade proliferativa do tumor primário e seu potencial 

invasivo, o que pode levar a um melhor prognóstico para os pacientes. 

Além disso, o p16 mostrou sensibilizar as células HPV-positivas à radiação ionizante 

ao inibir a resposta a danos no DNA mediada por recombinação homóloga e diminuir a 

expressão da ciclina D1. Acredita-se que a inibição da resposta ao dano ao DNA por p16 seja 

independente de sua atividade de inibição da regulação do ciclo celular de CDK4/6 (HARRIS 

et al., 2011). 
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7 CONCLUSÃO 

 

A partir dos resultados apresentados no presente estudo, pode-se concluir que PTEN e 

P16 são genes supressores tumorais que controlam a progressão tumoral. No estudo atual, 

PTEN demonstrou uma maior reatividade em estágios avançados da doença (mais sete vezes). 

Embora o P16 tenha sido fortemente associado ao HPV, não foi demonstrada associação 

significativa com nenhum fator clínico-patológico analisado neste estudo.  

Ambas as proteínas apresentam grande importância no prognóstico dos pacientes. Foi 

demonstrado que a presença viral diminui a agressividade do tumor. Além disso, lesões em 

estágios avançados apresentaram menor sobrevida. Observou-se que pacientes fumantes com 

ausência de p16 estão significativamente associados a uma taxa de sobrevida duas vezes 

menor.  

À medida que aumenta a compreensão do papel do PTEN na iniciação e progressão do 

câncer, esse conhecimento acumulado pode ser usado para a concepção de novos métodos 

terapêuticos, tais como a inibição do gene proliferativo AKT, que é a via mais comum 

associada à progressão do CEB. 
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