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RESUMO

Das neoplasias malignas que ocorrem na boca, 95% sao representados pelo
Carcinoma Epidermoide Bucal. Esta € uma doenga usualmente agressiva, com
comportamento bioldgico imprevisivel e prognostico desfavoravel sendo a infiltragéo
local e consequente emissdo de metastases a principal causa de morte dos
pacientes. A identificacdo de marcadores moleculares que possam predizer o curso
clinico da doenca, orientar a determinagcdo do tratamento, bem como conduzir o
desenvolvimento de novas terapias que melhorem os indices de sobrevida, tem sido
0 objetivo de inumeras pesquisas. O presente estudo procurou determinar a
correlagcdo da expressdo imunoistoquimica da c-erbB-2 e vimentina com
caracteristicas clinicas da neoplasia e o prognostico dos pacientes a partir da
analise retrospectiva de 65 casos de Carcinoma Epidermdide Bucal. c-erbB-2 e
vimentina estavam expressos em 61,54% e 70,8% das amostras analisadas,
respectivamente. N&o foi observada correlagdo estatisticamente significante entre a
expressdo destes marcadores e as caracteristicas clinicas avaliadas, porém houve
uma tendéncia a expressdo imunoistoquimica da vimentina em relacdo ao indice N.
Quanto a sobrevida dos pacientes, esta foi influenciada pelo género dos pacientes,
habito de fumar cigarro, estadio clinico da doenca, indice N e modalidade de

tratamento submetido, sendo o género o Unico fator prognoéstico independente



detectado. A expressao imunoistoquimica da c-erbB-2 e vimentina nao se

demonstraram preditivos de sobrevida em carcinomas epidermdides de boca.

Palavras-Chave: Carcinoma epidermoide; progndstico; vimentina; erbB-2



Botelho TL. Protein expression by immunohistochemistry of c-erbB-2 and vimentin in
oral squamous cell carcinoma correlated with clinical features and prognosis [Tese
de Doutorado]. S&o Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2009.

ABSTRACT

About of malignancies in oral mucosa, 95% are represented by oral squamous cell
carcinoma (OSCC). This disease is usually aggressive, with unpredictable biological
behavior and poor prognosis and the local infiltration and consequent metastases the
main cause of death of patients. The identification of molecular markers that may
predict the clinical course of disease, guide the treatment as well as lead the
development of new therapies that improve the rates of survival, has been the goal of
many studies. This study examined the correlation of immunohistochemical
expression of c-erbB-2 and vimentin with clinical features and prognosis of OSCC
patients from the retrospective analysis of 65 cases. c-erbB-2 and vimentin were
expressed in 61.54% and 70.8% of samples, respectively. There was no statistically
significant correlation between the expression of these markers and clinical
characteristics, but a tendency to vimentin expression in the lymph node status. The
patients survival, was influenced by their gender, smoking habits the, clinical stage of
disease, N index and modalities of treatment. The gender was the only independent
prognostic factor detected. The immunohistochemical expression of c-erbB-2 and
vimentin did not show up predictive of survival in oral cavity squamous cell

carcinoma.



Keywords: oral squamous cell carcinoma; prognosis; vimentin; erbB-2
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1 INTRODUCAO

Considerado um sério e crescente problema de saulde publica em muitas
partes do mundo, o Carcinoma Epidermoéide Bucal (CEB) € uma neoplasia epitelial
maligna agressiva, frequentemente associada a um progndéstico ruim. Com indices
de sobrevida estaveis nas Ultimas décadas, esta permanece como uma doenca letal
para mais de 50% dos pacientes diagnosticados, apesar das opgdes terapéuticas
disponiveis atualmente (VAIRAKTARIS et al., 2008; WARNAKULASURIYA, 2009).

O diagnéstico precoce permanece como um fator prioritario para melhores
indices de sobrevida. Porém, a facilidade de acesso para inspec¢do visual e a
possibilidade de biopsias em qualquer estagio da doenca néo altera a realidade em
que a maioria dos casos sdo diagnosticados em estdgios avangcados da doenca
comprometendo em muito o prognoéstico dos pacientes (ARDUINO et al., 2008).

Acredita-se que a sobrevida limitada deve-se além do diagnostico tardio, a falta
de marcadores de deteccdo precoce e & ndo identificagdo de fatores progndsticos que
permitam a predicdo de agressividade tumoral e a individualizagdo do tratamento
(MOLINOLDO et al., 2009; SAWYERS, 2008; SPECENIER; VERMORKEN, 2007).

Atualmente, o estadiamento clinico TNM, a profundidade de invasao tumoral ou
espessura do tumor e a gradacéo histologica de malignidade permanecem como 0s
principais indicadores prognosticos utilizados para o planejamento terapéutico inicial e
predicdo do curso da doenca. Entretanto, muitas vezes o valor progndstico destes
parédmetros clinico-patologicos parece ser incerto e controverso e nesse contexto se
inserem os estudos que buscam biomarcadores moleculares de comportamento e

agressividade tumoral (ARDUINO et al., 2008; SALOMAO, 2003).
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A avaliacdo de genes e proteinas envolvidas nos diversos eventos do processo
de carcinogénese oral, a exemplo de outros sitios anatdmicos, demonstra-se
como um caminho promissor para a definicdo de indicadores que possam
contribuir na predi¢do do curso da doenca. Além disto, suscitam a possibilidade
de desenvolvimento de estratégias terapéuticas menos agressivas. O que
melhoraria a qualidade de vida e consequentemente a sobrevida dos pacientes
(SCULLY; BAGAN, 2009a).

Neste sentido, estudos que avaliem a correlagdo entre a expressao por
imunoistoquimica de proteinas que induzam o aumento da proliferagdo celular
ou que levem a capacidade de invasdo e metastases, em associacdo com dados
clinicos e de seguimento de pacientes com CEB tém se demonstrado como um
caminho promissor para a identificacdo de biomarcadores prognésticos (AGUIAR;
KOWALSKI; ALMEIDA, 2007; CAMISASCA et al., 2009; COSTA et al., 2007; LEE et
al., 2009; MUNOZ-GUERRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008).

A partir da andlise retrospectiva de casos de carcinoma epidermoéide primario
de lingua, assoalho de boca e outros sitios da cavidade oral, propusemo-nos a
avaliar a expressé@o por imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2 e vimentina nas
amostras tumorais e correlaciona-la com o estadiamento clinico, a localizacdo da
neoplasia, fatores prognoésticos clinicos usualmente reconhecidos e a sobrevida dos
pacientes considerando diferentes modalidades de tratamento. Foi verificado ainda
se existe correlagdo da imunoexpressdo destas proteinas nos espécimes

analisados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma epidermdide de boca

O Carcinoma Epiderméide de Boca (CEB) também chamado carcinoma
espinocelular ou carcinoma de células escamosas representa cerca de 95% das
neoplasias malignas da boca. Apresenta-se entre a 62 e 82 neoplasia que com maior
frequéncia afeta o corpo humano e compreende as neoplasias de labio e cavidade
oral (mucosa bucal, gengiva, palato duro, lingua e assoalho da boca) (ARDUINO et
al., 2008; SPECENIER; VERMORKEN, 2007).

O risco de desenvolvimento do CEB aumenta com a idade e a maioria dos
casos ocorre em pessoas com 50 anos ou mais. Observa-se maior incidéncia em
homens do que em mulheres tendo a diferenga entre os sexos diminuido nas ultimas
décadas. Atualmente esta propor¢do encontra-se em 1.5 homem:1 mulher. A
mudancga de habitos sociais como o maior consumo de alcool e a adesdo ao
tabagismo, tem explicado sua incidéncia crescente em mulheres e pacientes jovens.
Com taxas de incidéncia e mortalidade aumentadas nas Ultimas décadas, o CEB é um
sério e crescente problema de saude publica em muitas partes do mundo, com cerca
de 275.000 novos casos diagnosticados e 8.000 mortes anuais em consequéncia da
doenca, sendo dois-tercos destes casos observados em paises desenvolvidos
(WARNAKULASURIYA, 2009).

No Brasil, em 2008 e 2009 estima-se a deteccdo de 14.160 novos casos de

cancer de cavidade oral, sendo a sétima localizacdo primaria mais frequente
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correspondendo a 6% do total de casos de cancer no pais (BRASIL, 2007).

A lingua é o sitio anatdmico acometido com maior frequéncia pelo carcinoma
epidermoide de cavidade oral representando 40-50% dos casos, mas cada sitio
apresenta particularidades para o seu manejo, sendo comum 0 comprometimento por
invasdo em areas contiguas (SEVERINO et al., 2008).

O fumo do tabaco e o consumo intenso de &lcool sdo provavelmente os mais
conhecidos fatores de risco ligados a carcinogénese oral, no entanto, a predisposi¢ao
genética e a pesquisa de outros possiveis fatores de risco também tém sido sugeridos
pelo fato da maioria da populagéo exposta a estes fatores ndo desenvolver a doenca,
e cerca de 4%-10% dos pacientes com CEB terem menos de 40 anos e ndo serem
tabagistas ou etilistas cronicos (PETERSEN, 2009; VAIRAKTARIS et al., 2008).

A resseccdo cirdrgica associada ou ndo ao esvaziamento cervical permanece
como a forma de tratamento inicial melhor estabelecida para o CEB. Esta pode ser
acompanhada de radioterapia, como tratamento adjuvante, quando as margens
cirargicas encontram-se comprometidas ou suspeita-se de metastase para linfonodos
regionais. A indicagdo da modalidade cirdrgica é usualmente definida pela localizac&o
e tamanho do tumor, proximidade a bases 6sseas e infiltrag@o aos tecidos adjacentes.
Nos casos inoperaveis por inacessibilidade cirargica do tumor ou pela
morbimortalidade inerente ao procedimento, o tratamento radioterpico associado a
quimioterapia tem sido sugerido com melhora significativa da qualidade de vida e
sobrevida global (AGUIAR; KOWALSKI; ALMEIDA, 2007; ARDUINO et al., 2008;
JEREMIC; MILICIC, 2009; ROGERS et al., 2009; SCULLY; BAGAN, 2009a).

O CEB tem como célula de origem o queratindcito oral e assim como outros
canceres é resultado de uma série de etapas distintas, caracterizadas pelo acumulo

sequencial de defeitos genéticos somados, seguidos de sua expansdo clonal
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(NAGPAL; DAS, 2003). Alteragdes cromossomicas com mudangas em mais de 100
genes tém sido descritas (VEIGA et al., 2003). Esta instabilidade gendomica pode
acarretar alteracbes na divisdo, diferenciagdo e morte celular e consequente
determinacdo de um fendtipo maligno ao queratindcito inicialmente normal. O
prolongamento do tempo de vida da célula possibilitando o acimulo de mdltiplas
alteracbes genéticas parece ser um processo importante na etapa inicial da
carcinogénese (BAGAN; SCULLY, 2009; MOLINOLO et al., 2009; SCULLY; BAGAN,
2009b).

Hanahan e Weinberg (2000) sugerem seis alteragcdes essenciais na fisiologia
celular para a determinacéo do fendtipo maligno, sdo elas: Auto-suficiéncia nos sinais
de crescimento, insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento, evasdo da
apoptose, potencial replicativo ilimitado, desenvolvimento da angiogénese mantida,
capacidade para invadir e metastatizar e instabilidade gendmica resultando em
defeitos no reparo do DNA, esta Ultima também conhecida como fenétipo mutante dos
tumores solidos. Estas alteracbes foram posteriormente discutidas por Loeb, Loeb e
Anderson (2003).

Embora estudos j& tiverem identificado anormalidades genéticas presentes em
neoplasias de cabeca e pescoco de maneira geral, ainda ndo existe um perfil genético
estabelecido. A amplificacdo génica e a superexpressdo protéica também parecem
estar associadas principalmente pela superexpresséo ou super-atividade de genes
que estimulam a proliferagédo celular, os oncogenes, e/ou inativagdo de genes que
controlam a proliferagdo, os genes supressores tumorais. (VAIRAKTARIS et al,
2008).

O CEB permanece como uma doenga letal para mais de 50% dos pacientes

diagnosticados. Talvez o do carater assintomatico da lesdo principalmente em
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estdgios precoces contribua para que a maioria dos pacientes apresente-se em
estagio avancado da doenga no momento do diagndstico inicial apesar da facilidade
de acesso para a inspegéo visual (WARNAKULASURIYA, 2009).

Para Molinolo et al. (2009) a sobrevida limitada de pacientes com CEB deve-se
também a falta de indicadores de detecgdo precoce da doenga e a falha a resposta
aos tratamentos quimioterapicos disponiveis.

A nao identificagdo de fatores progndésticos que permitam a individualiza¢éo do
tratamento assim como a morbidade do tratamento usualmente preconizado, também
sdo consideradas causas da manutencdo dos baixos indices de sobrevida (CHIN et
al., 2005; SAWYERS, 2008; SPECENIER; VERMORKEN, 2007; VAIRAKTARIS et al.,
2008).

Na ultima década, varias pesquisas na area de biologia celular e molecular tem
sido desenvolvidas a procura de novos recursos para pacientes com cancer, porém
ainda sdo poucos os retornos aplicaveis ao CEB (ARDUINO et al.,, 2008;

VAIRAKTARIS et al., 2008).

2.1.1 Fatores Prognosticos

A busca por fatores progndsticos que orientem a determinacdo do tratamento
inicial apropriado, de maneira individual em fungdo do comportamento biolégico
potencial das lesdes, tem mobilizado muitos centros de pesquisa e tratamento do
cancer nos ultimos anos (CAMISASCA et al., 2009; FRANCHI et al., 2009; MASSANO

et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008).
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A identificac8o de fatores prognésticos que demonstrem expectativas realistas
de evolugéo da doenga poderia contribuir para o melhor entendimento da progresséao
neoplasica e conseqiientemente na identificagdo precoce de lesbes suspeitas de
malignidade e no futuro desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas com menor
morbidade (LAIMER et al., 2009; PATEL et al., 2009).

O curso clinico de pacientes com CEB é influenciado por fatores especificos do
tumor primério, caracteristicas do hospedeiro e naturalmente pelo tipo de tratamento
aplicado (ARDUINO et al., 2008; MASSANO et al., 2006).

Atualmente, o estadiamento clinico, a profundidade de invasdo tumoral ou
espessura do tumor e a gradacdo histolégica permanecem como 0s principais
indicadores progndsticos utilizados para o planejamento terapéutico inicial, controle
pés-operatério e predigdo do curso da doenca. Consideram-se maiores as chances de
metastase quanto maiores forem o0s tumores primarios, menos diferenciados
histologicamente e que cresgam com mais rapidez. Entretanto, muitas vezes o valor
prognostico destes parametros clinico-patolégicos parece ser incerto e controverso
(ARDUINO et al., 2008; SALOMAO, 2003).

O estadiamento clinico dos carcinomas, utilizado universalmente, é realizado
através das recomendagfes do sistema TNM desenvolvido entre os anos de 1943 a
1952 por Pierre Denoix e a UICC (Unido Internacional Contra o Cancer) para
classificagdo dos tumores malignos. No sistema TNM séo considerados: O maior
diametro da lesdo e o comprometimento de estruturas adjacentes (T1-4), as
evidéncias de metastases para linfonodos (NO-3) e presenca de metastases a
distancia (M0-1) sendo as classificagbes consideradas Tx, Nx ou Mx quando estas
informagdes ndo puderam ser identificadas. Esta classificacdo foi reformulada e

denominado Manual para Estadiamento do Cancer em 1987 juntamente com o AJCC
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(American Joint Committee on Cancer) a partir do agrupamento das possiveis
combinacdes TNM com comportamento clinico semelhante, em estagios de 0 a IV. O
estadiamento clinico tumoral segue critérios definidos que utilizam informacdes
obtidas por meio de exame fisico minucioso associado ou ndo a exames por imagem
(cTNM) ou exame histopatolégico (pTNM). Muitos autores o consideram falho como
indicador prognadstico isolado para o CEB (LIAO et al., 2007).

Para Van der Schroeff e Baatenburg de Jong (2009), o estadiamento TNM
facilita a comunicacéo e a divulgacéo de dados além de permitir a avaliacdo uniforme
em diferentes centros de tratamento do cancer, no entanto, apresenta algumas
limitagbes importantes como:

- E baseado no progndstico presuntivo e ndo prospectivo;

- Apresenta variagdes inter e intra-observadores;

- E susceptivel a variagbes dependendo dos recursos de diagndstico
utilizados (por exemplo, incluséo ou néo de exames por imagem);

- Avalia a morfologia tumoral pelo seu maior didametro independente da
lesdo ser exofitica ou endofitica;

- E atribuido estaticamente, no momento do diagndstico ou na anélise da
peca cirurgica, ndo levando em consideracdo fatores progndsticos dindmicos
paciente-dependentes como idade, co-morbidade, resposta ao tratamento ou
comportamento bioldgico tumoral;

Entretanto, outros trabalhos tém demonstrando uma forte correlacdo entre o
estéadio clinico TNM e a sobrevida dos pacientes com CEB (ARDUINO et al., 2008;
ARAUJO et al., 2008; CLARK, 2006).

Apesar desta divergéncia, a grande maioria dos autores afirma que o plano de

tratamento inicial € influenciado diretamente pelo estadio clinico da doenca no
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momento do diagndstico (ARDUINO et al., 2008; CLARK, 2006; LIAO et al., 2007;
VAN DER SCHROEFF; BAATENBURG DE JONG, 2009).

A predilecéo pela via linfatica é caracteristica dos carcinomas e acredita-se que
esta possa significar ainda uma barreira a progressao tumoral hematogénica visto que
a atuacao do sistema imune pode propiciar uma resposta especifica contra o tumor e
a destruicdo celular. Assim como as numerosas anastomoses entre 0s sistemas
linfatico e vascular podem explicar as metastases em “salto”, quando ocorrem
metéstases a distancia com preservacdo dos linfonodos regionais (SUGIURA et al.,
20009).

Sem ddvida, a presenca de metdstases para linfonodos cervicais €
universalmente considerada um dos maiores indicadores progndsticos no CEB, sendo
fortemente correlacionado com baixa sobrevida e recorréncia local muitas vezes
precoce (MASSANO et al., 2006).

Os tumores com menos de 2 cm de diametro e que nao apresentam
metéstases linfonodais ou a distancia tém taxa de sobrevida de 5 anos de
aproximadamente 85% enquanto neoplasias com mais de 4 cm com metéstases em
linfonodos detectéveis clinicamente em mais de um nivel ou metéstases a distancia
tém a sobrevida reduzida para cerca de 9% em 5 anos (PANIZZA, 20009).

Os CEB produzem metéstases, em primeira instancia, preferencialmente para
os niveis | e Il cervicais, 0 que envolve as cadeias submandibulares, digéastrica e
jugulocarotidea. O grande problema é que dos casos identificados como livres de
metéstase regional a partir do exame clinico e/ou radiografico (cNO), 20%-40%
apresentam invasdo neoplasica detectaveis apenas ao exame histopatol6gico (pN+)
denominadas metéstases ocultas (BYERS et al., 1998).

Na auséncia de metastases para linfonodos detectaveis clinicamente, a
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espessura tumoral emerge como um importante fator preditivo de metastases
ocultas, particularmente em estagios precoces da doenca (T1 e T2) e norteiam o
tratamento dos linfonodos relacionados. (MASSANO et al.; 2006).

Patel et. al. (2009) avaliaram 251 espécimes de ressecgdo cirdrgica de
carcinoma epidermdide de cavidade oral de diferentes sitios e constataram que a
avaliacdo da espessura tumoral nas pegas cirirgicas demonstrou-se como um fator
significante de predicdo de sobrevida, principalmente quando superiores a 5 mm.
Cerca de 36% dos pacientes avaliados clinicamente como NO apresentavam
metastases ocultas quando da avaliagdo dos espécimes de dissecgdo cervical.
Apesar deste alto indice de metéstases ocultas, os autores sugerem o esvaziamento
cervical seletivo dos niveis | a lll como rotina nos casos NO a partir de 2 mm de
espessura e apenas recomendam a inclusdo dos niveis IV e V apenas nos casos
com evidéncia clinica de doenga metastatica nos outros niveis.

Entretanto, estudos que investiguem o papel da espessura tumoral no manejo
terapéutico do pescoco tém demonstrado ampla variabilidade clinica, provavelmente
pela falta de padronizacdo de como esta medida deve ser tomada.
Consequentemente este fator prognéstico universalmente reconhecido ndo tem o
impacto clinico esperado por ndo fazer parte da rotina de determinacéo do plano de
tratamento do paciente (LEEMANS et al., 1994; MADDOX, 1984).

Woolgar (2006) aponta como falha a coleta de dados histopatologicos de
pecas cirargicas de CEB em diferentes servicos de anatomia-patolégica, o que
impede a ampliagdo de amostras para maior fidelidade dos resultados em estudos
multicéntricos. O autor sugere a utilizagdo de um formulario padréo para a coleta de

dados incluindo a padronizagcdo da medida de espessura tumoral.
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Para Woolgar e Triantafyllou (2009) devido a dificuldade da avaliacdo da
espessura tumoral e consequente carater subjetivo desta avaliagdo os autores
sugerem que esta deveria ser realizada diferenciando lesdes ulceradas das lesdes
proliferativas.

O sitio anatbmico tem demonstrado resultados divergentes quanto a
correlacdo com a sobrevida dos pacientes. Para Shaw et al. (2008) a localizacéo
anatdomica do tumor primario apresenta-se significativamente relacionada a sobrevida
global do paciente. No entanto, alguns autores ndo observaram esta correlagédo
(OLIVEIRA et al., 2008; SEVERINO et al., 2008).

van der Schroeff e Baatenburg de Jong (2009) sugerem que lesdes localizadas
no palato duro e gengiva superior tendem a crescer localmente em extenséo e
profundidade, destruindo o osso palatino e apresentando apenas tardiamente
metéstases regionais, ao passo que, no terco inferior da face, os tumores tém maiores
indices de metastase mesmo em estagios iniciais da doenca.

Alguns autores ndo atribuem diferencas prognosticas entre os multiplos locais
da cavidade oral devido a variagdes epiteliais ou de desenvolvimento local, mas
acreditam que em virtude da complexidade das vias linfaticas inerente a cada sitio
anatomico, regides com vasta rede de drenagem tendem a apresentar a um maior
indice de metastases e conseqlente piora no prognostico. Além disto, dependendo
do local da lesdo, a aparéncia clinica pode influenciar na deteccdo dos sinais
precoces da doenca o que levaria ao diagnostico apenas em estagios mais
avancados (MASSANO et al.,, 2006; OLIVEIRA et al., 2008; WOOLGAR;
TRIANTAFYLLOU, 2008).

Para Jeremi¢ e Mili€i¢ (2009), a maioria dos pacientes com CEB apresenta-se

no momento do diagnostico com a doenga em estagio avancado locoregional (estagio
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[1-1IV) mas sem metéstases a distancia (M0). O que para Goy et al. (2009) ndo é
necessariamente consequéncia de atraso diagndstico.

Atraso diagndstico deve ser considerado como o periodo total de tempo entre a
percepcdo dos sinais e sintomas e a determinacédo do diagndstico sendo dividido em
duas fases distintas: da manifestagdo inicial dos sintomas & procura por cuidados
profissionais de salde como atraso do paciente, e o periodo entre 0 primeiro contato
com profissional especializado e o diagnéstico definitivo como atraso profissional
(PORTA; FERNANDEZ; ALGUACIL; 2003).

A partir de uma reviséo sistemética Goy et al. (2009) concluiram que o atraso
diagnostico (tanto do paciente quanto o profissional) € comum em cénceres de
cabeca e pescoco, no entanto, consideram equivocado o uso do estadiamento clinico
para identificacdo do significado prognostico do atraso do paciente e/ou profissional.
Para os autores, tumores com mesmo estadiamento podem ter manifestacdes clinicas
e tempo de evolucdo diferentes como conseqiéncia de comportamentos bioldgicos
distintos, e sugerem o atraso diagndstico como um fator prognostico dificil de ser
avaliado isoladamente.

O CEB apresenta algumas variagbes no padrdo histopatoldgico, sendo
classificado em carcinoma epidermdide convencional, verrucoso, basaldide e outros
subtipos mais comuns em outros sitios da regido de cabeca e pesco¢o como laringe e
hipofaringe. Para Pereira et al. (2007), o comportamento biolégico e o progndstico
associado aos subtipos histolégicos verrucoso e basalbéide ndo estdo completamente
comprovados, provavelmente em virtude da sua baixa frequéncia. Por outro lado,
muitas variantes sdo diagnosticadas equivocadamente devido ao espécime de bidpsia
ndo ser adequadamente representativo. Segundo os autores, multiplos espécimes de

areas diferentes do tumor devem ser obtidos para o correto diagndstico do subtipo
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histolégico.

A invaséo perineural também tem sido utilizada como indicador histologico de
prognostico desfavordvel em neoplasias malignas, sendo correlacionada a estagios
avancados de invasao local. Porém para Woolgar (2006) esta definicdo depende do
sitio anatdmico acometido e da espessura tumoral para ser considerado fator
indicativo de processo metastéatico precoce.

Outro fator histopatolégico avaliado, mas que comumente associa-se a
agressividade tumoral é a graduagéo histolégica de malignidade, sugerida inicialmente
por Broder em meados de 1920, modificada subsequentemente e atualmente adotada
pela Organizagdo Mundial de Saude. Esta sugere a classificagdo dos CEB em graus
I, I ou Ill de diferenciacéo celular, das lesbes bem diferenciadas para as menos
diferenciadas respectivamente, implicando teoricamente na identificagcéo de lesdes de
baixo grau de malignidade a alto grau de malignidade (WOOLGAR, 2006).

Ha muito se sugere que este indice de diferenciacdo histolégica esteja
correlacionado diretamente ao prognostico dos pacientes. Entretanto, algumas
discrepancias tém sido observadas e a agressividade tumoral é muitas vezes variavel
e independente da graduacao histologica de malignidade.

Albuquerque et al. (2003) observaram apds estudo comparativo de 42 casos de
CEB que uma mesma neoplasia pode apresentar padrdes de diferenciagdo variaveis
dependendo da &rea avaliada e sugeriram portanto que a andlise apropriada do
padréo histologico do tumor deve ser realizada considerando toda a fronteira de
invaséo tumoral.

Segundo Arduino et al. (2008) embora muitos fatores prognésticos sejam bem
relatados na literatura, poucos estudos tém analisado o curso clinico de pacientes

tratados de diferentes formas, com o objetivo de identificar fatores que possam afetar
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a sobrevida. Em um estudo retrospectivo de 334 casos de CEB, encontraram relagéo
estatisticamente significante entre a gradagdo histolégica de malignidade, o
estadiamento clinico e a sobrevida dos pacientes, sugerindo que estes sejam
marcadores prognosticos isolados. Porém, afirmaram que a avaliagdo de espécimes
de bidpsias pequenos de tumores histologicamente heterogéneos, sdo as principais
falhas deste recurso como fator preditivo de agressividade tumoral e assim como
Pereira et al. (2007) e Pinto Jr (1991) recomendam a classifica¢é@o histologica apenas
em pecas cirurgicas de resseccao.

Woolgar et al. (2006) ressaltam ainda que a natureza subjetiva da avaliagdo e o
alto indice de neoplasias classificadas como moderadamente diferenciadas, cerca de
90%, séo fatores adicionais que contribuem para as falhas deste recurso como um
indicador prognadstico confiavel.

Woolgar e Triantafyllou (2009) complementaram ainda que para a graduacgéo
histolégica ser preditiva da agressividade tumoral é importante que seja
complementada com informagdes a cerca do padréo de invaséo e descrevem 4 tipos
possiveis de acordo com o nivel de coesdo e arranjo tecidual das células tumorais.
Para a identificacdo do padrdo de invaséo, os autores sugerem que esta até pode
ser realizada em biopsias incisionais desde que o espécime tenha tamanho e
profundidade suficientes para envolver pelo menos o fronte lateral de invaséo.

Bryne (1998) ja havia ressaltado o fronte de invasdo como a area mais
importante para a previsdo prognéstica em carcinomas orais, porém considera esta
avaliagdo possivel apenas com a inclusdo da margem profunda de invas&o tumoral
e somente em pecas cirdrgicas.

A exemplo do que ocorre em outros carcinomas humanos (MATSUO et al.,

2004; ROSS et al., 2004; YASUI et al., 2005), muitas pesquisas no ambito da biologia



32

celular e molecular buscam identificar marcadores biolégicos também chamados
biomarcadores que possam ser utlizados de maneira efetiva na predicdo da
agressividade tumoral do CEB (AGUIAR et al., 2007; CHIN et al., 2005; LAIMER et al.,
2009; SUGIURA et al., 2009; UEHARA et al., 2009).

A definicdo destes biomarcadores poderia ainda viabilizar o desenvolvimento
de uma nova geragcdo de fatores preditivos de tratamento com terapias mais
especificas e consequente expectativa de menores efeitos colaterais (MANNE;
SRIVASTAVA;SRIVASTAVA, 2005).

Muito se discute na literatura a cerca da identificacdo destes biomarcadores
do cancer e Sawyers (2008) ressalta a importancia de classifica-los em trés tipos
especificos: biomarcadores progndsticos, preditivos ou farmacodindmicos.
Marcadores prognésticos sdo aqueles capazes de sugerir o curso clinico individual
da doencga, diferenciando entre o mais agressivo e 0 menos agressivo. Usualmente
sdo testes de expressdo multigénica que podem ser Uteis na decisdo de uma
abordagem terapéutica primaria mais agressiva ou na indicagdo de terapias
adjuvantes. Biomarcadores preditivos ou marcadores de resposta sdo aqueles que
identificam pacientes que possam se beneficiar com um tipo especifico de
tratamento. Por fim, marcadores farmacodindmicos s&o os capazes de mensurar 0s
efeitos de uma determinada droga no tumor e no hospedeiro, podendo ser utilizado
para se determinar doses terapéuticas individualmente ou ainda padronizar as doses
de novas drogas antineoplésicas em estagios precoces de desenvolvimento clinico.

O estudo do ciclo celular relacionado ao cancer tem despertado interesse de
numerosos pesquisadores, pois no processo de proliferacédo celular estdo envolvidas
proteinas que podem provocar o aumento da proliferagéo, a perda da adesé&o celular,

invasao local e consequentemente metéastases (GUERRA et al., 2005).
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Diversos genes supressores tumorais, oncogenes e moléculas de adeséo, tém
sido estudados como possiveis biomarcadores para que uma vez identificados
possam orientar de forma precisa e individualizada a extensdo da abordagem
cirtrgica inicial, fornecendo melhor oportunidade de cura, com prolongamento da
sobrevida e consequentemente melhor qualidade de vida aos pacientes (LEE et al.,
2009; MASSANO et al., 2006; MUNOZ-GUERRA et al., 2005).

Como muitos pacientes com CEB utilizam a radioterapia como tratamento
adjuvante na prevencdo de recidivas locais e metastases regionais, Glazer et al.
(2009) ressaltam o papel de indicadores biologicos que possam oferecer beneficio
clinico como marcadores terapéuticos preditivos de radiossensibilidade. Neste
sentido, o receptor EGFR € um dos oncogenes mais estudados tendo demonstrado

aplicabilidade clinica com bons resultados em carcinomas de mama.

2.2 c-erbB-2

Na busca do maior entendimento da carcinogénese e consequentemente
identificacdo de melhores marcadores biologicos, muita atencdo tem sido focada no
papel dos fatores de crescimento e seus receptores.

Os receptores tirosino-quinase séo enzimas alostéricas de superficie celular,
que existem tanto na forma de monémeros quanto dimeros e apresentam um
dominio trans-membrana uUnico, separando um dominio quinase intracelular de um
dominio extracelular de acoplamento do ligante, cuja funcdo é ativar a sinalizagéo

intracelular em resposta a um sinal extracelular. A interagdo entre o receptor e 0 seu
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fator de crescimento provoca uma mudancga na conformac¢do do dominio extracelular
de inativo para ativo e induz a sua homo ou heterodimerizagéo. Esta levando a um
aumento da atividade quinase e autofosforilagdo dos residuos de tirosina e
subsequiente recrutamento de proteinas-alvo que iniciam uma complexa cascata de
sinalizacdo celular que resulta na proliferagéo celular, crescimento, diferenciagéo,
migracdo, ades&o, transformacdo ou morte celular (BLUME-JENSEN;HUNTER
2001).

A familia de proteinas c-erbB tem seu nome originado em homologia ao
produto génico da eritroblastose viral, v-erbB. As proteinas c-erbB formam um
complexo de receptores tirosino-quinase tipo | chamados receptores ErbB ou HER.
Séo eles o ErbB-1 ou EGFR, ErbB-2/HER 2, ErbB-3/HER 3 e ErbB-4/HER 4. S&o
conhecidos mais de 30 ligantes dos receptores ErbB, incluindo o fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de transformagé@o de crescimento-a (TGF-a),
ampirregulina, betacelulina, dentre outros. Estes ligantes s&o moléculas
sinalizadoras, em sua maioria fatores de crescimento, capazes de induzir a
dimerizagdo do receptor ErbB e consequentemente iniciar atividade sinalizadora
intracelular. Dependendo do ligante, devido & possibilidade de combinacdes os
receptores ErbB podem formar 4 homodimeros ou 6 heterodimeros. A
heterodimerizagdo aumenta a diversidade de ligantes reconhecidos pelos receptores
individuais o que permite o recrutamento de diferentes moléculas que ativam
diferentes vias de sinaliza¢cdo (RUBIN; YARDEN, 2001)

Atualmente os receptores ErbB constituem uma das vias de transmissao de
sinal celular mais amplamente estudada em virtude da sua ativacdo desencadear
diferentes vias de sinalizagao intracelulares, como a via da RAS-RAF-MAPK e da

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K/AKT) (HUTCHINSON et al., 2004). A RAS-RAF-
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MAPK (proteina quinase mitégeno ativado) sdo um grupo de serina-treonina
guinases que regulam a proliferagcdo celular e migracdo no cancer. A PI3K/AKT
também é uma serina-treonina quinase que através de varias etapas intermediarias
age sobre os fatores de transcricdo no nudcleo, regulando as vias de sinalizacdo da
apoptose, expressao génica e proliferacdo celular no cancer. A estrutura de cada um
dos receptores, seus ligantes principais e as vias de sinalizac&o interrelacionadas

estdo ilustradas na Figura 2.1 (IBRAHIM et al., 1997).
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Figura 2.1 — Representacdo esquematica simplificada da estrutura dos receptores ErbB adaptado
de Ibrahim et al. (1997)

Nas células tumorais, os receptores ErbB sdo ativados por diversos
mecanismos, incluindo a mutacdo, a superexpressdo e producdo autécrina e

paracrina de fatores de crescimento. Tanto a superexpressao quanto a alteracao
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estrutural dos receptores ErbB sdo encontrados em diversas neoplasias (CITRI et
al., 2002). A mutagdo mais comumente observada é a dele¢do de parte do dominio
extracelular, o que torna o receptor estruturalmente ativo.

Cada um dos receptores ErbB apresenta um grupo de ligantes especificos, no
entanto, nenhum ligante ErbB-2-especifico foi identificado até o momento. Este é
extremamente semelhante ao receptor EGFR em seu dominio intracitoplasmatico e
apresenta-se como o0 par preferencial para a heterodimerizagdo dos outros
receptores ErbB. O ErbB-2 é o Unico receptor que possui uma conformacdo de
dominio extracelular fixa, e que remete a forma ativa mesmo na auséncia de um
ligante, sendo o parceiro preferido na formacéo de heterodimeros. Os heterodimeros
contendo o ErbB-2 séo relativamente mais potentes e mantém a ativacao celular por
mais tempo. Acredita-se que o ErbB-2 aumente a capacidade transformante de
outros receptores da familia ErbB e por isto seja o grande regulador do grupo de
receptores (RUBIN; YARDEN, 2001).

A proteina c-erbB-2, também chamada HER 2-neu ou erbB2 é uma
glicoproteina transmembrana com atividade tirosino-quinase, com 1255 aminoacidos
e 185 Kda codificada pelo gene erbB-2, um proto-oncogene situado no cromossomo
17921, originalmente identificado em tumores neuroectodérmicos de ratos como
neuroblastomas e glioblastomas (GSCHWIND; FISHER; ULLRICH, 2004).

Apesar de frequentemente expressa em uma variedade de células e tipos
teciduais normais, exceto as de origem hematopoiéticas, desempenhando um papel
importante no crescimento e diferenciagéo celular, em células epiteliais normais, a c-
erbB-2 € pouco expressa na superficie celular, tdo poucos sdo os heterodimeros
formados e os sinais de crescimento s&o relativamente fracos e controlaveis

(RUBIN; YARDEN, 2001).
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Para Bei et al. (2001) analisando a expresséo imunoistoquimica da c-erbB-2
em mucosa oral normal e em lesfes proliferativas benignas, detectou que esta foi
pouco observada e quando presente concentrava-se principalmente nas camadas
intermediarias do epitélio.

Em contrapartida, sua superexpressdo tem sido observada em diversas
neoplasias malignas humanas incluindo mama, ovério, prostata e colon, sendo
relacionada com menor sobrevida (LONG et al., 2009; RUBIN; YARDEN, 2001).

Quando a c-erbB-2 é superexpressa mdltiplos heterodimeros ErbB-2 s&o
formados e a sinalizacdo celular € mais forte, o que resulta em uma maior
capacidade de resposta aos fatores de crescimento e consequente proliferagcdo
neoplasica, desempenhando este, um papel fundamental na transformacdo e
tumorigénese. Do ponto de vista de sinalizacdo celular, foi relatado por ZACZEK em
2005 que a superexpressao de c-erbB2 desregula a transicdo G1-S por modular a
atividade dos reguladores da fase G1: complexo ciclina E-CDK2, c-Myc, ciclinaD e o
inibidor p27. O complexo ciclina E-CDK2 é responsavel pela entrada no ciclo celular
e este pode ser regulado negativamente por diferentes mecanismos incluindo o
vinculo com o p27. No entanto, quando o p27 esta associado ao c-Myc ou ciclina D,
o complexo ciclina E-CDK2 est4 ativo e inicia a entrada no ciclo celular. A
sinalizacdo celular hiperativada pela superexpressdo de c-erbB-2 resulta no
aumento dos niveis de c-Myc e ciclina D com consequente sequestro de p27,
levando a potencializagdo do complexo ciclina E-CDK2 e intensa atividade de
proliferacé@o celular. Isto explica porque a superexpressédo de c-erbB-2 é considerada
um indicador de mau prognostico principalmente em canceres de mama e podem

ser preditivos de resposta ao tratamento (RUBIN; YARDEN, 2001; WU et al., 2008).
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Estudos que avaliem a superexpressdo da c-erbB-2 em carcinomas de
cabeca e pescogco como indicador prognoéstico sdo poucos e o0s resultados
demonstrados bastante variaveis.

Parise Junior et al. (2004) verificaram o impacto prognostico da expressao
imunoistoquimica da c-erbB-2 dentre outras proteinas em um estudo prospectivo
com 54 casos de carcinoma de cabeca e pescoco e esta foi detectada em 38,9%
dos casos porém néo verificaram correlac@o entre a imunoexpressao e a sobrevida
dos pacientes.

Silva et al. (2004) avaliaram a expressdo imunoistoquimica da c-erbB-2 e
outras proteinas em 62 casos de carcinoma epidermdide oral, incluindo 43 casos de
cavidade oral e 19 de orofaringe, e encontraram superexpressédo da c-erbB-2 em
82,3% dos casos.

Ulanovski et al. (2004) analisaram a expressédo de EGFR e c-erbB-2 como
marcadores progndsticos em 23 casos de carcinomas epidermoéides de lingua
submetidos a glossectomia parcial e esvaziamento ganglionar com até 54 meses de
acompanhamento. Em 17% dos casos analisados foi detectada a superexpressao
de c-erbB-2, porém esta ndo demonstrou correlagdo com as caracteristicas clinicas
da neoplasia ou sobrevida dos pacientes.

Quanto ao padréo de imunoexpresséo da c-erbB-2 esta pode ser observada
na superficie celular, como um marcador de superficie ou pode demonstrar
marcacdo citoplasmética. Uma associacdo entre os dois padrbes de marcagéo
também pode ser notada (AGUIAR et al., 2007; KHAN et al., 2002).

Silva et al. (2008) baseado em estudo imunoistoquimico e em cultura de
células observaram que em epitélio oral normal, epitélio displasico e em carcinomas

bem-diferenciados a expresséo da c-erbB-2 tende a ser localizada na superficie da
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célula, j& em carcinomas pouco diferenciados a imunoexpressao da c-erbB-2 foi
predominantemente citoplasmética. Conclusées semelhantes também foram reladas
por Aguiar et al. (2007) e Silva et al. (2009).

A possibilidade de desenvolvimento de bloqueadores moleculares de
receptores especificos da via do EGF, com consequentemente inibicdo do estimulo
a proliferagdo tumoral, porém com diminuicAo dos danos colaterais, tem
demonstrado-se como uma opgao de tratamento bastante promissora, denominada
terapia molecular alvo-especifica (CITRI et al.,, 2002; GLAZER et al., 2009;
HURTADO et al., 2008; SUN et al., 2008).

Como o receptor ErbB2 é pouco expresso em tecidos normais, este € um alvo
muito estudado na busca de tratamentos efetivos para carcinomas que expressem
esta proteina com minimos danos as células normais (BEI et al., 2001; FONG et al.,
2008).

Esta modalidade de tratamento ja tem sido utilizada em casos de carcinoma
de mama e a superexpressdo detectada principalmente atravées do teste
imunoistoquimico HercepTest™(DAKO). Cerca de 30% dos casos de carcinomas de
mama apresentam superexpressao de c-erbB-2 e esta quando detectada sinaliza a
sensibilidade ao anticorpo monoclonal anti-HER2 (rhuMAb-HER2, trastuzumab,
Herceptin®). A administracdo deste anticorpo induz a uma rapida remogédo do
receptor ErbB2 da superficie da célula, reduzindo assim a sua disponibilidade para
heterodimerizagdo e consequentemente diminuindo a proliferagdo tumoral e muitos
pacientes c-erbB-2 positivos com doenca em estagio avangado alcangaram
melhores indices de sobrevida (GOUVEA et al., 2004).

A exemplo do céncer de mama, outros biomoduladores podem ser

desenvolvidos a partir da identificagéo de biomarcadores (MANNE et al., 2005).
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2.3 Vimentina

A capacidade das células em adotar uma variedade de formas e de executar
movimentos coordenados e direcionados depende de uma complexa rede de
proteinas filamentosas que se estende por todo o citoplasma. Esta rede é chamada
de citoesqueleto o qual detém um poder de reorganizagado continuo, ativado sempre
que a ceélula altera sua forma, se divide ou responde ao seu ambiente (ALBERTS et
al., 1997).

A vimentina é um dos componentes do citoesqueleto, sendo o principal
filamento intermediario de células de origem mesenquimal como os fibroblastos,
células endoteliais, leucdcitos e de células mioepiteliais de tumores benignos e
malignos de glandula salivar. O classico papel desta proteina na arquitetura celular e
integridade tecidual sdo conhecidos, mas existem evidéncias que este filamento
exerca um papel regulatério em outras funcbes celulares envolvendo a adesao,
migracao e sinalizagdo celular. Especialmente interessante parece ser o papel da
vimentina na transicdo epitélio-mesenquimal e na migracdo celular (IVASKA et al.,
2007).

Mcinroy e Maatta (2007) em um estudo realizado com cultura de células de
carcinoma de mama e cOlon observaram que a regulacdo da expressao da
vimentina nestes carcinomas diminui o potencial invasivo e migratério das células
tumorais, 0 que sugere que a vimentina seja realmente fundamental para a
manifestacdo do fenétipo invasivo em carcinomas, no entanto relataram que néo
existe um consenso na literatura se a vimentina é apenas um marcador de transi¢céo
epitélio-mesenquimal ou se esta é necessaria para a motilidade e para o

comportamento invasivo das células tumorais.
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Carcinomas epidermoides de cabeca e pesco¢o manifestam varios padrdes
bioldgicos, fenotipicos e de invaséo, resultado de altera¢des das células neoplasicas
e do estroma durante o desenvolvimento e progressédo tumoral. Varios estudos em
neoplasias epiteliais ttm demonstrado que a perda de adesdo e a aquisicdo do
fendtipo mesenquimal no processo de transicdo epitélio-mesenquimal precede a
invasdo e a progressdo tumoral, sendo a Caderina-E o principal componente
funcionalmente inativado neste processo (GUARINO, 2007; ISLAM et al., 2000;
MANDAL et al., 2008; MCINROY; MAATTA, 2007).

Usualmente a expressdo de vimentina em células epiteliais é associada a
perda da Caderina-E dentre outras proteinas sinalizadoras e moléculas de adeséo.
Devido a esta perda de adesdo, sugere-se que 0 aumento da expressao de
vimentina esteja também relacionado ao aumento na invaséo celular e presenca de
metastases em linhagens de carcinomas de mama, célon, bexiga e colo de utero,
entre outros. Em carcinomas de mama inclusive, a presenca de vimentina tem
sugerido associagdo com pior prognostico (ISLAM et al., 2000).

Mandal et al. (2008) investigaram a expresséo de varios fatores associados a
inducdo da transicdo epitélio-mesenquimal em onze linhagens de carcinoma
epidermdide e 50 espécimes de tumores primérios de cabeca e pescogo. Os autores
observaram correlacéo significante entre a diminuigcdo da expresséao da Caderina-E
e 0 aumento da expresséo de vimentina com consequente comportamento tumoral
agressivo em frontes de invas@o e metastases linfonodais.

Para Guarino (2007) a invaséo celular em carcinomas € o primeiro dos muitos
eventos em cascata que levam ao desenvolvimento de metastases, mas €
atualmente o menos compreendido. Para que ocorra a invasao, inicialmente a célula

epitelial precisa perder a adesdo com as demais, passar por uma remodelacdo do
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citoesqueleto e interagir com a matriz extracelular, para posteriormente adquirir
capacidade de locomocdo, caracteristicas estas particulares das células
mesenquimais e fundamentais na transi¢éo epitélio-mesenquimal.

Apesar das bases moleculares da transicdo epitélio-mesenquimal ndo serem
completamente elucidadas, vérias vias de sinalizacdo ligadas a motilidade celular e
um grande numero de moléculas de sinalizagdo potencialmente envolvidas foram
identificadas neste processo. Incluindo fatores de crescimento, receptores tirosino-
quinase e integrinas na ativagdo das vias da [(3-catenina, Src, PI3K, Ras. Todas
convergindo com a regulacdo da Caderina-E e consequente aumento da expressao
da vimentina associado a aquisi¢cdo do fen6tipo migratorio e invasdo como ilustra a
Figura 2.2 (GUARINO; RUBINO; BALLABIO, 2007; O-CHAROENRAT et al., 2002;

THIERY, 2002).

. . Receptor tirosi
Caderina-E Integrinas P _r e Receptor TGF-a
) quinase

——

CraD) & Reducio da ades3o

Ativacio do citoesqueleto

Aumento da mobilidade

Aumento da degradacio
da mairiz

NUCLEO —

Figura 2.2 — Representacdo esquematica simplificada das vias de transmissdo de sinal celular
durante a transicdo epitélio mesenquimal adaptado de Guarino, Rubino e Ballabio
(2007)
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Hu et al. (2004) avaliaram por imunoistoquimica a associacdo da
superexpressao da vimentina e a presenca de metastases em carcinomas hepaticos
a partir da avaliagdo de 200 casos de tumores primarios. Os autores encontraram
relacdo estatisticamente significante e sugerem que a superexpressdo da vimentina
pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento de metastases de

carcinomas hepéticos primarios.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Kim et al. (2009) na
avaliacdo da expresséo de proteinas relacionadas a transi¢do epitélio-mesenquimal
em carcinomas gastricos. Utilizando-se de 598 casos associados as caracteristicas
clinicas e avaliando a expressdo imunoistoquimica de nove proteinas epiteliais e
mesenquimais, 0s autores concluiram que a perda de expressdo de proteinas
epiteliais e a aquisicdo de expressdo de proteinas mesenquimais, incluindo a
vimentina, sao caracteristicas relacionadas a carcinomas pobremente diferenciados,
em estagios avangcados e com pior prognéstico.

Soltermann et al. (2008) investigando a transicao epitélio-mesenquimal como
indicador progndstico, avaliaram a imunoexpressdo de algumas proteinas
mesenquimais em 533 pecas cirdrgicas de carcinomas primarios de pulmdo e
detectou forte correlagéo entre o aumento da imunoexpresséo da vimentina e lesdes
em estagios avancados e presenca de metastases regionais (N#1) e a distancia
(M1). No entanto, ndo observaram correlagdo estatisticamente significante da
vimentina com o progndstico dos pacientes.

Apesar dos indicios citados e de alguns autores terem encontrado resultados
significativos na associagdo entre a expressdo imunoistoquimica da vimentina e o
prognéstico de pacientes com carcinomas, esta tem sido pouco verificada em

carcinomas epidermdides de boca. Um dos poucos estudos publicados na literatura
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que avaliaram a imunoexpressdo da vimentina em correlagdo com caracteristicas
tumorais foi realizado por Aradjo et al. (1993). Os autores avaliaram a marcagéo por
imunoistoquimica desta proteina em 43 casos de carcinomas de boca e observaram
que a vimentina estava predominantemente expressa em carcinomas mais
indiferenciados e principalmente em células que adquiriram o padrdo acantolitico

sugerindo que a vimentina possa estar associada a invasdo tumoral e metastase.
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3 PROPOSICAO

Objetivo Geral

Avaliar a expressdo imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2 e vimentina
como marcadores prognosticos do carcinoma epiderméide de boca e relacionar a
imunoexpressao destas proteinas com os dados clinicos e de sobrevida dos casos

estudados.

Objetivos Especificos

1. Analisar o padrdo de expresséo imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2 e
vimentina quando presentes;

2. Verificar a relagdo entre os dados clinicos coletados e a expressao
imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2 e vimentina,;

3. Analisar a correlac@o da expressdo imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2
e vimentina entre si;

4. Avaliar a relacdo da expressdo imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2 e
vimentina com a sobrevida dos pacientes;

5. Verificar a relacdo das variaveis clinicas analisadas com a sobrevida dos

pacientes;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagéo de estudo e selegcdo das amostras

O estudo foi realizado a partir da andlise retrospectiva dos casos de CEB do
Laboratdrio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
de Goias e do Servico de Patologia Cirurgica do Hospital Ofir Loyola de Belém (Para -
PA), no periodo de 01 de janeiro de 1997 a 31 de dezembro de 2003. Para a definicdo
topografica de CEB foi utilizado o conceito da UICC que delimita os sitios anatdmicos
que compdem a boca em: lingua (2/3 anteriores e bordas laterais), assoalho de boca,
rebordo alveolar (inferior, superior e gengiva), palato duro e mucosa bucal (mucosa
jugal e trigono retromolar) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 1997).

Para a selecdo da amostra deste estudo foram utilizados alguns critérios de

inclusao e exclusao dos casos.

4.1.1 Critérios de incluséo:

Tumores primarios ndo tratados, cujas amostras teciduais fixadas em
formaldeido a 10% e emblocadas em parafina exibiam diagnéstico de CEB
confirmado em coloracao de rotina HE (hematoxilina-eosina).

Com disponibilidade de fragmentos representativos da neoplasia em adequado
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estado de conservacéo.

Posteriormente submetidos a tratamento no Servigo de Cirurgia de Cabeca e
Pescoco do Hospital Aratjo Jorge/ACCG (Associacdo de Combate ao Cancer em
Goias) ou no Hospital Ofir Loyola — Belém (PA).

Com seguimento clinico completo, por um periodo minimo de 48 meses e
maximo de 60 meses, descritos nos prontuarios disponiveis no SAME (Servigo de

Arquivo Médico) dos respectivos hospitais.

4.1.2 Critérios de excluséo:

Presenca de metastase a distancia M(+) no momento do diagndstico.

Presenca de tumores primarios simultaneos.

Posteriormente ndo tratados ou tratados por outro servico que nao 0s
especificados nos critérios de incluséo.

Casos no qual houve alteragdo do estadiamento clinico TNM entre o
diagnéstico inicial e a execucao do tratamento.

Depois de estabelecidos estes critérios, um total de 78 casos foi selecionado
para estudo e os dados clinicos e de acompanhamento dos pacientes foram coletados
dos prontuarios.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da FO-USP, sob

o protocolo n° 190/07 em 04 de dezembro de 2006 (Anexo A).
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4.2 Dados clinicos coletados

Os dados clinicos coletados e utilizados neste estudo (Apéndice A) foram os
seguintes:
| - Caracteristicas pessoais do paciente:

Identificac&o através do nimero do prontuério

Género

Idade

Habito de fumar cigarro

Consumo crénico de bebida alcodlica
Il - Aspectos gerais da neoplasia:

Localizag&o priméria do tumor

Estadiamento clinico TNM

Estadio da doenca (AJCC)
[l — Dados do Tratamento:

Cirurgico (combinado ou ndo com radioterapia adjuvante)

Nao cirdrgico (tratamento quimioterapico ou radioterapico combinado ou n&o)
IV - Dados do Acompanhamento:

Ocorréncia de recidiva local

- Tempo livre de doenca (determinado entre a data do inicio do tratamento e

a deteccéo de recidiva local)
Desfecho clinico
- Sobrevida em meses (determinado entre a data do inicio do tratamento e a
data do 6bito em conseqiiéncia da neoplasia ou data da Ultima informacgéo

de seguimento)
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4.3 Técnica de imunoistoquimica

As 78 amostras selecionadas de carcinoma epidermoide de boca emblocadas
em parafina foram entdo seccionadas em cortes histolégicos de 3 um em micr6tomo
mecéanico e estendidas em laminas de vidro, previamente silanizadas. Para este
processo as laminas foram lavadas em etanol absoluto, secas e imersas por cinco
minutos em solugdo de 3-aminopropyltriethoxy-silano a 10% (Sigma Chemical, St.
Louis, USA) diluida em etanol absoluto, e permaneceram em estufa a 37° C durante
24 horas para secagem final antes do uso.

Os cortes histologicos provenientes do Laboratério de Patologia Bucal da
Universidade Federal de Goias e do Servigco de Patologia Cirurgica do Hospital Ofir
Loyola foram inicialmente armazenados em estufa a 60°C por no minimo 24 horas
para melhor fixacdo do corte antes de submetidos a técnica de imunoistoquimica,
utilizando-se o método da imunoperoxidase (estreptavidina-biotina-peroxidase).
Todos os procedimentos da técnica assim como a padronizag&o do uso de cada um
dos anticorpos foram desenvolvidos no Laboratério de Imunoistoquimica da
Disciplina de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o
Paulo.

Os cortes foram desparafinizados em duas imersdes em xilol, sendo a
primeira em estufa a 60 °C por 30 minutos e a segunda por 20 minutos em
temperatura ambiente e reidratados através de trés imersdes consecutivas em alcool
absoluto seguidas de imersées em concentracdes decrescentes de etanol, 95% e
85%, por cinco minutos cada. Para remoc¢do do pigmento formdlico estes foram

imersos por dez minutos em solugdo de hidroxido de amonio a 10% em etanol a
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95% e posteriormente lavados em &gua corrente por 10 minutos em agua destilada
a seguir por 5 minutos.

Para a recuperagdo antigénica as laminas que receberam os anticorpos anti-
vimentina foram imersas em solucao de &cido citrico monoidratado (10nM — pH 6,0)
enquanto as que receberam os anticorpos anti-c-erbB-2 foram imersas em solugéo
de EDTA (pH 8,0). Todas foram mantidas aquecidas em banho maria a 95 °C por 30
minutos. Em seguida os cortes foram lavados em &gua corrente por 10 minutos,
seguida por duas trocas subsequentes de &gua destilada com intervalo de 5
minutos.

Para o bloqueio da peroxidase enddgena, os cortes passaram por dois
banhos de 15 minutos em solu¢do de peroxido de hidrogénio 20 volumes (6%) e
metanol (1:1) e lavados novamente em agua corrente por 10 minutos e dois banhos
em agua destilada por 5 minutos cada. Por fim, para tamponamento os cortes foram
mantidos imersos por 5 minutos em solugdo de TRIS (pH 7,4) seguido da troca da
soluc&o por mais duas vezes com igual intervalo de tempo.

Os anticorpos utilizados neste estudo foram anti-vimentina (Monoclonal, clone
V9, camundongo, Dako Corporation, Glostrup, Denmark) preparado sob diluicdo
1:800 pg/ml e anti-c-erbB-2/Neu (monoclonal, clone C-18, camundongo, Santa Cruz,
Biotechnology, InC) preparado sob dilui¢do 1:100 pg/ml.

Todos os passos a seguintes, desde a utilizagdo dos anticorpos primarios até
a contra coloragdo foram realizados de forma automatizada com o auxilio do sistema
de coloragéo universal Dako Cytomation Autostainer (DAKO Corporation, Glostrup,
Denmark) com preparagdo prévia dos volumes necessarios. As laminas foram
acomodadas no equipamento e como soro secundario e complexo terciario foi

utilizado o Kit LSAB peroxidase KO0690 (DAKO, Glostrup, Denmark). Para a
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revelagdo da reacdo utilizou-se a solugdo cromoégena DAB (3,3' diaminobenzidina,
K3468; DAKO, Glostrup, Denmark) e para a realizacdo da contra-coloracéo foi
usada hematoxilina de Mayer.

Finalizado o processamento automatizado, as laminas foram retiradas do
processamento e o0s cortes desidratados em solugbes com concentragdes
crescentes de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 100%, 100%), e
diafanizados em 2 banhos de xilol e montados com resina Permount (Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ/USA).

Para as reagbes com o anticorpo anti-c-erbB-2 foram utilizadas como controle
positivo amostras de carcinomas de mama com expressao imunoistoquimica forte e
abundante para esta proteina. Para a vimentina o controle positivo foi a marcacao
abundante nas células de origem mesenquimal nos préprios cortes. Os controles
negativos usados foram as mesmas amostras utilizadas como controle positivo,

porém submetidas a reacdo imunoistoquimica sem a incubagdo do anticorpo

primario.

4.4 Avaliacdo da expresséo imunoistoquimica

As laminas foram observadas em microscépio de luz (Zeiss-Axiolab) e foram
consideradas positivas as células que exibiram coloracdo acastanhada apos a
reacdo imunoistoquimica, o que caracteriza a presenca do cromégeno DAB e
consideradas negativas as células que ndo exibiam esta coloracao.

Todos os casos onde a imunomarcacéo foi duvidosa ou nédo houve marcagao
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dos controles a reagao foi repetida.

A expressdo imunoistoquimica foi analisada de forma semi-quantitativa
baseada na intensidade de marcagéo e na proporcao de células tumorais marcadas
na amostra tecidual. Esta foi interpretada por dois observadores independentes sem
0 conhecimento de qualquer parametro clinicopatolégico, e sem correlacéo entre os
marcadores avaliados.

O método semi-quantitativo de avaliacdo tém sido utilizado em indimeras
pesquisas de marcadores prognosticos imunoistoquimicos (MUNOZ-GUERRA et al.,
2005; SILVA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008; ROSS et al., 2004; ETTL et al.,
2008). A intensidade de marcacgdo foi classificada como: 0, negativa (nenhuma
reatividade ou reatividade em <10% das células tumorais); 1+, reatividade fraca em
> 10% das células tumorais; 2+, reatividade moderada em > 10% das células
tumorais; 3+, reatividade forte em > 10% das células tumorais. A imunoexpressao
para c-erbB-2 foi considerada positiva quando classificada como 2+ ou 3+, de modo
analogo ao cancer de mama. Para a vimentina, foram consideradas positivas as
amostras classificadas como 1+, 2+ ou 3+. Exemplos de modelo de reatividade

podem ser vistos nas Figuras 5.1 (c-erbB-2) e Figura 5.2 (vimentina).

4.5 Andlise estatistica dos resultados

A andlise de frequéncia das variaveis clinicas em tabelas de contingéncia e sua
relacdo com os marcadores imunoistoquimicos dicotomizados foi realizada utilizando-

se o teste ndo-paramétrico do qui-quadrado ou exato de Fisher quando aplicavel.
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Para a analise de correlacéo entre a expressao imunoistoquimica do c-erbB-2 e
da vimentina foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman.

Na avaliacdo de sobrevida global durante todo o periodo de seguimento dos
casos foi considerada a data de submissdo ao tratamento como ponto inicial e a data
do 6bito em consequéncia da doenga, ou Ultimo seguimento, como ponto final. O 6bito
foi considerado como evento e a perda do seguimento como censura. O tempo livre
de doencga néo pode ser verificado em virtude da inclusdo de casos no estudo néo
tratados cirurgicamente, e pela auséncia desde dado em alguns casos operados. A
sobrevida em intervalos de 12 meses foi demonstrada utilizando-se o quadro vital ou

método atuarial.

Para a analise univariada de sobrevida, as curvas de sobrevida global foram
calculadas pelo método de Kaplan-Meier e as distribuicbes foram comparadas
utilizando-se o teste log rank. As varidveis consideradas significantes foram
selecionadas para o modelo de andlise multivariada assim a imunoexpressao das
proteinas avaliadas.

O modelo de risco proporcional de Cox foi utilizado para a analise multivariada
e verificacao do efeito independente das variaveis na sobrevida dos pacientes.

O critério de determinacdo de significancia adotado foi o nivel de 5%, ou
seja, quando o valor de p do teste estatistico € menor ou igual a 0,05 existe
significancia estatistica.

Para viabilizar alguns célculos estatisticos algumas categorias foram
agrupadas como:

- Idade: agrupados em (< 60 anos) e (> 60 anos), apdés determinadas as idades
minima e maxima e definida a idade média dos pacientes.

- Local: agrupados em Lingua, Assoalho e outros (rebordo alveolar, palato e
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mucosa bucal)

- Estadiamento T: agrupados em (T1 + T2) e (T3 + T4)

- Estadiamento N: agrupados em N negativo(NO) e N positivo (N1, N2a, N2b,
N2c, N3)

- Estédio da doenca (AJCC): agrupadosem (1 +1l) e (lle IV A, Be C)

- Tratamento: agrupados em cirdrgico (cirdrgico acompanhado ou ndo de
tratamento adjuvante, associado a esvaziamento cervical ou ndo) e néo-
cirtrgico (radioterapia e quimioterapia, associados ou nao)

A execucdo dos calculos estatisticos foi realizada utilizando-se o software
SPSS for Windows, versao 13.0 (SPSS, Erkrath, Alemanha) e a escolha dos testes

baseado em Armitage e Berry (1994).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da amostra

Dos 78 casos incluidos no estudo, 13 tiveram que ser excluidos em virtude dos
seguintes fatores:

- Desprendimento do corte apos a reacao imunoistoquimica

- Nao reatividade do tecido observada em comparagdo com o0s controles
mesmo apos a repeticdo da reacao

Os resultados basearam-se entdo no estudo de 65 casos de Carcinoma

Epidermdide de Boca cujas caracteristicas clinicas estdo sumariadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Caracteristicas clinicas dos pacientes avaliados no estudo.

Variavel Categoria Casos N(%)
Sexo Masculino 44(67,7)
Feminino 21(32,3)
Idade <60 Anos 27(41,5)
> 60 Anos 38(58,5)
Tabagismo* Fumantes 48(82,8)
N&o Fumantes 10(17,2)
Etilismo* Bebem 34(59,6)
N&o Bebem 23(40,4)
Local Lingua 44,6 (29)
Assoalho 27,7 (18)
Outros 24.6 (16)
T T1+T2 10(15,4)
T3+ T4 55(84,6)
N Negativo 24(36,9)
Positivo 41(63,1)
Estadiamento I+l 7(10,8)
I+ v 58(89,2)
Tratamento Cirargico 64,6 (42)
N&o Cirdrgico 35,4 (23)
P6s-Tratamento Obito 46(70,8)
Acompanhamento 19(29,2)

*Frequéncias analisadas apenas nos casos que tinham esta informacao disponivel.
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Dentre os pacientes que participaram do estudo, 44 (67,7%) eram homens e
21(32,3) eram mulheres com média de idade de 61,37 anos, variando entre 25 e 93
anos. Apenas 58 dos pacientes forneceram dados em relagdo ao tabagismo, de
forma que 82,8% destes se declararam fumantes. Do total de pacientes analisados,
apenas 57 informaram o hébito de ingerir ou ndo bebidas alcodlicas com frequiéncia,
sendo que a maioria apresentava este habito (59,6%). O sitio primario acometido
com maior frequéncia foi a lingua (44,6%) seguido pelo assoalho de boca (27,7%).
Em relacdo ao estadiamento clinico das neoplasias no momento do diagndstico,
este foi considerado eminentemente avancado (T3 + T4 - 84,6%; N positivo: 63,1%;
Estadios Il e IV: 89,3%). A maior parte dos pacientes foi tratada com intervengéo
cirirgica (64,6%). Do total de pacientes analisado, 70,8% (N=46) vieram a dbito,

sendo considerados assim, para fins de andlise, como falhas.

5.2 Expressado imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2 e vimentina

Quanto a expressdo imunoistoquimica das proteinas estudadas, esta foi
positiva para o c-erbB-2 em 40 dos 65 casos avaliados e 36 casos apresentaram
marcacao positiva para a vimentina. O critério de determinacdo de positividade e
negatividade das amostras demonstrou-se simples e reprodutivel.

O padré@o de imunoexpressdo observado para ambas as proteinas analisadas
foi eminentemente citoplasmatico, com células tumorais demonstrando moderada ou

intensa expressao imunoistoquimica como demonstrado nas Figuras 5.1 e 5.2.
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Figra 5:1-Imunoexpresso da [irotena c-erbB-2 (estetavidina-biotina); A 200, B: 40x
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Figura 5.2 - Imnoexpresséo da proteina vimentina (estreptavidina-biotina); A: 00x, B:400x

58



5.2.1 Correlagéo com caracteristicas clinicas
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A Tabela 5.2 mostra a relagdo entre a expressao imunoistoquimica das

proteinas Vimentina e c-erbB-2 com as varidveis clinicas nos casos estudados.

Tabela 5.2 — Correlagéo entre a expressao imunoistoquimica da Vimentina e c-erbB-2 com os dados

clinicos dos pacientes avaliados no estudo

Variavel Categoria Casos N(%) Vimentina c-erbB-2
+ - P + - P

Sexo Masculino 44(67,7) 21 23 0,072 27 17 0,967
Feminino 21(32,3) 15 6 13 8

Idade < 60 Anos 27(41,5) 15 12 0,981 16 11 0,750
> 60 Anos 38(58,5) 21 17 24 14

Tabagismo Fumantes 48(82,8) 30 18 0,336 30 18 0,930
N&o Fumantes 10(17,2) 4 6 7 3

Etilismo Bebem 34(59,6) 22 12 0,344 22 12 0,768
N&o Bebem 23(40,4) 12 11 14 9

Local Lingua 44,6 (29) 18 11 0,497 19 10 0,194
Assoalho 27,7 (18) 8 10 13 5
Outros 24.6 (16) 10 8 8 10

T T1+T2 10(15,4) 7 3 0,506 8 2 0,341
T3+ T4 55(84,6) 29 26 32 23

N Negativo 24(36,9) 17 7 0,055 15 9 0,903
Positivo 41(63,1) 19 22 25 16

Estadiamento I+ 1 7(10,8) 5 2 0,616 5 2 0,874
n+1v 58(89,2) 31 27 35 23

Tratamento Cirdrgico 64,6 (42) 23 19 0,891 26 16 0,935
N&o Cirurgico 35,4 (23) 13 10 14 9

Pos-Tratamento  Obito 46(70,8) 27 19 0437 29 17 0,63
Acompanhamento 19(29,2) 9 10 11 8

Significancia estabelecida em a=5% (p<0,05)
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Para esta analise foi utilizado o teste qui-quadrado ou teste exato de Fischer
quando aplicavel. Como observado na Tabela 5.2, ndo foi encontrada nenhuma
relacdo entre os marcadores Vimentina e c-erbB-2 com os dados clinicos dos

pacientes analisados no estudo, no nivel de significancia estabelecido.

5.2.2 Correlagéo entre si

Para avaliar a relacdo entre as variaveis de imunoexpressdo da vimentina e
da c-erbB-2 foi utilizado o teste do qui-quadrado. Casos com expressao
imunoistoquimica positiva para vimentina tenderam a ter imunoexpressao positiva
também para a c-erbB-2, porém este dado néo foi estatisticamente significante como

observado na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Teste qui-quadrado para avaliagdo da correlagdo entre as categorias das variaveis de
imunoexpressao de Vimentina e c-erbB-2

c-erbB-2
Vimentina negativo positivo TOTAL p
negativo 13 16 29 0,344
positivo 12 24 36
TOTAL 25 40 65

Significancia estabelecida em a=5% (p<0,05)
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Para se verificar uma possivel correlagédo entre a expresséo imunoistoquimica
das proteinas Vimentina e c-erbB-2, foi utilizado o teste de correlagcdo de Spearman,

e os resultados séo apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 — Analise de correlacdo entre a imunoexpressédo da Vimentina e da c-erbB-2 utilizando-se
o Teste de Spearman

Variaveis Correlacionadas Coeficiente de Correlagao Valor dep

Vimentina x c-erbB-2 0,117 0,351

Significancia estabelecida com a=5% (p<0,05)

Como observado na Tabela 5.4, ndo foi encontrada correlagdo

estatisticamente significante entre as duas proteinas.

5.3 Andlise de sobrevida global

A sobrevida média dos pacientes de 11,91 meses, variando de 1 a 72 meses
com proporcdes de sobrevida em 3 anos e 5 anos de 33,8% e 29,23%,
respectivamente. Ao final do periodo de acompanhamento pés-tratamento 46
pacientes morreram em consequéncia da neoplasia e 19 pacientes néo tiveram o
Obito registrado e foram considerados como dados de censura. A Tabela 5.5 a
seguir mostra os dados de sobrevida dos pacientes em intervalos de 12 meses, pelo

método atuarial ou do quadro vital.



Tabela 5.5 — Analise do quadro vital dos 65 pacientes avaliados no estudo
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i n; Wi er; di pi S,

0-12 meses 65 3 63,5 32 0,50 0,50

13-24 30 3 28,5 8 0,72 0,36
meses

25-36 19 1 18,5 3 0,89 0,32
meses

37-48 15 3 14,5 3 0,79 0,25
meses

49-60 9 5 7,5 0 1,00 0,25
meses

i: intervalo em meses; n;; nimero incluido no intervalo; w;: nimero excluido durante o intervalo; er;:
ndamero exposto ao risco; di. nUmero de eventos terminais; p;: proporcdo de sobreviventes; Si
proporcao cumulativa dos que sobreviveram até o final

Para andlise de sobrevida global dos pacientes avaliados no estudo, foi

utilizado o método do produto limite de Kaplan-Meier. A principio foi desenhado o

grafico de sobrevida global, conforme o Grafico 5.1.

Sobrevida Acumulada

Gréfico 5.1 — Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para os 65 individuos avaliados neste estudo
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5.3.1 Correlacdo com caracteristicas clinicas e expressdo imunoistoquimica das

proteinas c-erbB-2 e vimentina

As curvas de sobrevida foram desenhadas considerando-se cada um dos

fatores clinicos em estudo e comparadas pelo teste do log-rank e os resultados

deste teste podem ser vistos na Tabela 5.6.

Tabela 5.6 — Teste do log-rank para as curvas de sobrevida representativas de cada um dos fatores
avaliados no estudo

Variavel Categoria Casos N(%) p

Sexo Masculino 44(67,7) 0,004*
Feminino 21(32,3)

Idade <60 Anos 27(41,5) 0,977
> 60 Anos 38(58,5)

Tabagismo Fumantes 48(82,8) 0,026*
N&o Fumantes 10(17,2)

Etilismo Bebem 34(59,6) 0,330
N&o Bebem 23(40,4)

Local Lingua 44,6 (29) 0,984
Assoalho 27,7 (18)
Outros 24.6 (16)

T T1+ T2 10(15,4) 0,183
T3+ T4 55(84,6)

N Negativo 24(36,9) 0,002*
Positivo 41(63,1)

Estadiamento I+ 1 7(10,8) 0,049*
I+ 1v 58(89,2)

Tratamento Cirdrgico 64,6 (42) 0,002*
N&o Cirdrgico 35,4 (23)

c-erbB-2 Positivo 40 (61,54) 0,731
Negativo 25 (38,46)

Vimentina Positivo 46(70,8) 0,986
Negativo 19(29,2)

* Valor considerado estatisticamente significante usando a=5%(p<0,05)
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Com base nestes resultados, as curvas de sobrevida representativas destes

dados sdo mostradas nos Graficos 5.2, 5.3, 5.4, 5.5 e 5.6.
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Gréfico 5.2 — Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para individuos do sexo masculino e
feminino obtidos da amostra de 65 pacientes estudados
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Gréfico 5.3 — Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para individuos tabagistas e ndo
tabagistas obtidos da amostra de 65 pacientes avaliados no estudo
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Tratamento
Cirargico
Quimioterapia ou
Radioterapia
Cirargico-Censura
Quimioterapia ou
Radioterapia-Censura

Gréfico 5.6 — Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para individuos tratados cirurgicamente e nao
cirurgicamente, obtidas da amostra de 65 pacientes avaliados no estudo

Mesmo nao havendo significancia estatistica que demonstrasse diferenca entre as

curvas de sobrevida relativa aos marcadores Vimentina e c-erbB-2, as mesmas foram

obtidas e sdo mostradas nos Graficos 5.7 e 5.8.
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Gréfico 5.7 — Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para amostras com expressdo positiva ou
negativa da proteina Vimentina, obtidas da amostra de 65 pacientes avaliados no

estudo
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Gréfico 5.8 — Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para amostras com expressdo positiva ou
negativa da proteina c-erbB-2, obtidas da amostra de 65 pacientes avaliados no
estudo

A andlise univariada dos 65 casos estudados revelaram um grande namero
de fatores que indicaram pior progndstico. Em relacdo a variavel sexo, observa-se
que os individuos do sexo masculino apresentam sobrevida menor que aqueles do
sexo feminino (P=0,004), como observado no Gréfico 5.2. Da mesma forma, o
Gréfico 5.3 mostra que individuos tabagistas tém menor sobrevida do que aqueles
que nao fumam (P=0,026). Pacientes diagnosticados como sendo N positivo, como
visto no Grafico 5.4, apresentam menor sobrevida do que aqueles diagnosticados
como sendo N negativo (P=0,002). Pacientes com tumores em estadiamentos | e I
tem maior sobrevida do que aqueles que apresentam tumores em estagios mais
avancados da doenca (P=0,049), como pode ser visto no Grafico 5.5. J& o Gréfico
5.6 mostra que pacientes tratados cirurgicamente tem maior sobrevida do que
aqueles ndo submetidos ao tratamento cirargico (P=0,002). Os Graficos 5.7 e 5.8
confirmam visualmente os achados do teste estatistico do log-rank, mostrando que

0S pacientes cujas amostras analisadas expressavam ou hao as proteinas vimentina
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e c-erbB-2 apresentaram sobrevida semelhante, como pode ser visto pela
semelhanca das curvas de sobrevida para cada proteina. Para melhor avaliacdo da
influéncia do tipo de tratamento executado com as demais variaveis clinicas
incluindo a imunoexpressdo das proteinas avaliadas o grupo cirdrgico e néo-
cirurgico foram avaliados separadamente, porém também ndo houve correlacéo
significante da expressdo imunoistoquimica da vimentina e do c-erbB-2 com a

sobrevida dos pacientes nos dois grupos avaliados em separado.

5.3.2 Andlise de fatores progndsticos independentes

As variaveis consideradas significantes para a sobrevida dos pacientes pelo
teste do log-rank, bem como os marcadores Vimentina e c-erbB-2, foram avaliadas
pelo modelo dos riscos proporcionais de Cox, para se verificar o efeito isolado de
cada uma delas na sobrevida dos pacientes, e os resultados podem ser vistos na

Tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Modelo dos riscos proporcionais de Cox para avaliacdo do efeito de cada uma das
variaveis consideradas significantes pela andlise univariada

Variavel P Taxa de Tendéncia Intervalo de Confianca de 95%
Inferior Superior
Sexo 0,007* 2,905 1,345 6,274
Tabagismo 0,246 0,516 0,169 1,577
N 0,319 0,657 0,288 1,501
Estadiamento 0,211 0,637 0,314 1,291
Tratamento 0,606 0,835 0,422 1,654
Vimentina 0,446 1,295 0,666 2,516
c-erbB-2 0,361 0,533 0,138 2,056

* Considerado estatisticamente significante com a=5% (p<0,05)
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Apenas a varidvel sexo influenciou significativamente a sobrevida dos
pacientes estudados (p=0,007) como fator independente. Pacientes do sexo
masculino apresentaram risco ou tendéncia 2,905 vezes maior de morrerem que 0S
do sexo feminino, sendo este valor estatisticamente significante, como observado na

Tabela 5.7.
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6 DISCUSSAO

O carcinoma epidermdide de cabeca e pesco¢o € uma neoplasia epitelial
comum no qual grande parte destes tumores € derivada da mucosa da cavidade oral
cujo indice de sobrevida permanece estagnado ha varias décadas.

O curso clinico de pacientes com CEB é determinado por fatores especificos
do tumor primario, caracteristicas do hospedeiro e naturalmente pelo tipo de
tratamento aplicado. Devido a esta gama de fatores, torna-se muito dificil prevé-lo e
ainda hoje permanece sem resposta o porqué alguns pacientes evoluem melhor que
outros com doenca diagnosticada no mesmo estagio clinico, mesmo sitio anatémico
e submetidos & mesma modalidade de tratamento.

Atualmente as decisbes a cerca da modalidade terapéutica aplicada a
pacientes com CEB s&o baseadas em parametros clinico-patoldgicos, incluindo
principalmente o estadiamento clinico TNM e a graduacdo histologica. Apesar de
Uteis, estes fatores frequentemente falham na diferenciagdo entre lesdes mais ou
menos agressivas.

Na busca por indicadores prognésticos mais confiaveis inUmeros genes e
alteragbes moleculares associados a oncogénese oral tém sido avaliados
vislumbrado um melhor entendimento deste processo para que métodos mais
precisos de diagnostico identifiqguem pacientes com doencas agressivas, com alto
risco de metéstase e recidiva de modo confidvel e reprodutivel, para que estes
sejam submetidos a um tratamento primario mais agressivo e a uma provavel

sobrevida livre de doencga.
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Considerando que as metastases para linfonodos sdo sabidamente o mais
importante fator prognéstico reconhecido e que para a ocorréncia da invasdo e
metastase mdaltiplos eventos celulares sdo necessérios, incluindo alterag6es no
citoesqueleto, perda dos contatos de adesdo célula-célula e alteracdo da matriz
protéica, em nosso trabalho, optamos por analisar dois tipos distintos de proteinas:
Um receptor tirosino-quinase de membrana (c-erbB-2), intimamente associado a
proliferacé@o celular na carcinogénese e um filamento intermediario do citoesqueleto
(vimentina) presente em células com capacidade migratéria reconhecida. Esta
escolha teve por objetivo verificar se existe correlagdo entre o estimulo a
proliferacéo e a aquisi¢cdo do fenétipo mesenquimal da célula neoplasica.

Para O-charoenrat et al. (2002) a super-expresséo da c-erbB-2, observada
em microvilosidades e saliéncias da membrana plasméatica em células de
carcinomas de mama estimuladas por fatores quimiotaticos, induz o aumento da
capacidade invasiva e metastética da célula por estimulagdo da expressédo da matriz
de metaloproteinases.

A exemplo do carcinoma de mama, mdultiplos estudos tem avaliado a
deteccdo de c-erbB-2 e sua implicacdo no prognéstico dos pacientes com CEB
(CHEN et al., 2004; PARISE JUNIOR et al., 2004; SILVA et al., 2004, 2008, 2009;
WU et al., 2008).

Poucos sdo os trabalhos que analisam a expressdao de c-erbB-2
isoladamente. A grande maioria dos estudos avalia a expressdo de c-erbB-2 em
associacdo com outras proteinas supostamente interligadas, como a correlagédo
entre a expressao de diferentes receptores ErbB, principalmente ErbB e ErbB2, ou a
correlacdo entre a expressao de ErbB2 e FAS ou sua expresséo associada com Ki-

67, P53, Bcl-2, dentre outros (SATO et al., 2007; SERRANO et al., 2006) Nenhum
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estudo até entdo havia avaliado a expressdo de c-erbB-2 em correlagdo com a
vimentina.

Apesar de numerosos, os resultados observados da imunoexpressédo de c-
erbB-2 em relacdo aos parametros clinicos e sobrevida demonstram-se conflitantes.
Poucos séo os estudos relatados que detectaram correlagdo significante da
expressdo imunoistoquimica c-erbB-2 com parametros clinicos ou patoldgicos ou de
sobrevida (ALBUQUERQUE et al., 2003; IBRAHIM et al., 1997; KHADEMI; SHIRAZI;
VASEI, 2002; XIU; LAU; ZHANG, 1997,1999).

Khan et al. (2002) propuseram-se a caracterizar a imunoexpresséo da c-erbB-
2 em carcinomas de cavidade oral e orofaringe a partir da andlise de 56 casos de
doenga avancada, tratados cirurgicamente e com seguimento clinico por 5 anos. c-
erbB-2 foi detectada em 17% dos casos, ndo sendo observada correlagdo com
caracteristicas clinicas ou sobrevida.

Silva et al. (2004) também néo verificaram associagdo da c-erbB-2 com a
sobrevida dos pacientes com CEB porém relataram que existe correlagdo entre a
expressao de c-erbB-2 em membrana e a expressao de FAS e sugerem que quando
ambas apresentam expressao positiva esta por ser preditiva de melhor prognadstico.

Dos 65 casos analisados em nosso estudo observamos um alto indice de
imunoexpressao positiva para c-erbB-2, com 61,5% dos casos considerados
positivos. Porém ndo observamos correlagdo estatisticamente significante entre a
imunoexpressdo da c-erbB-2 e as variaveis clinicas estudadas. Assim como n&o
observamos correlacdo com a sobrevida dos pacientes avaliados. Resultados

semelhantes foram relatados por Aguiar et al. (2007) dentre outros autores.
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Em nosso estudo, todos os casos considerados positivos tiveram marcacao
eminentemente citoplasmética ou em associagdo com a membrana. Em nenhum dos
casos analisados foi detectada marcagéo exclusivamente em membrana.

Para Angiero et al. (2008) e Khan et al. (2002) muitos trabalhos consideram a
marcacao citoplasmatica como positiva apesar de sabido que a localizagdo deste
receptor € na membrana citoplasmética. Para o0s autores este padrdo de
imunomarcagao ndo deve ser considerada positiva sendo este um importante fator
gue contribui para a discrepancia dos resultados encontrados.

Porém Silva et al. (2004) os dois padrdes de expressdo da c-erbB-2 tem
significados distintos. Estes consideram uma forte demarcagéo da membrana como
0 padrdo de expressdo observado em neoplasias bem-diferenciadas ou em areas
bem diferenciadas do tumor, como na porcao interna de pérolas cérneas, a despeito
de ser o padrdo de marcacdo encontrado no epitélio normal adjacente as lesGes
neoplasicas. E consideram a expressdo predominantemente citoplasmatica
caracteristica de células e tumores indiferenciados. O que também foi notado por
Aguiar et al. (2007).

Como trabalhamos eminentemente com amostras de bidpsias incisionais
(apenas 8 dos 65 casos eram pegas cirdrgicas) nado incluimos a graduagéo
histolégica como pardmetro clinico-patolégico e por este motivo ndo pudemos
analisar sua correlagdo com o padréo de expressao imunoistoquimica.

Outro fator que também influencia o padréo de marcacéo € o tipo de anticorpo
utilizado, pois diferentes anticorpos apresentam sensibilidade e especificidade
variadas para identificacdo desta proteina. Nos estudos avaliados foi constatada a
utilizagdo aleatéria de mais de 5 tipos diferentes de anticorpos, entre mono ou

policlonais de diversos fabricantes.
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Para Oliveira et al. (2008) e Angiero et al. (2008) o estabelecimento do padréo
de imunoexpressao com exata precisdo e a padronizacdo do anticorpo utilizado em
andlises imunoistoquimicas € fundamental para a reprodutibilidade e confiabilidade
dos resultados e torna-se necessario em estudos futuros.

Para Aguiar et al. (2007) a definicAo de parametros biol6gicos em bidpsias
incisionais pode sugerir um tratamento local mais agressivo na primeira
oportunidade cirurgica. Visto que o tratamento do carcinoma epidermdide de boca
permanece prioritariamente cirargico, e que decisdo a cerca da ampliacdo do
esvaziamento cervical contribui fundamentalmente no progndéstico dos pacientes
com CEB, a definicho de parametros em bidpsias incisionais contribuiriam em
sobremaneira no prognastico dos pacientes.

S&o0 poucos os estudos que utilizaram exclusivamente amostras de bidpsias
incisionais em seus experimentos, como os realizados por Sugiura et al. (2009),
Oliveira et al. (2008) e Aguiar et al. (2007). A grande maioria dos trabalhos n&o deixa
claro se utilizaram espécimes de bidpsias ou pecas de ressecg¢do cirdrgica ou
também o fizeram em conjunto.

N&o observamos variagdo entre o padréo de marcacdo da c-erbB-2 nas
amostras de bidpsias ou pecas cirdrgicas. Mas considerando a possibilidade de
influéncia deste dado nos nossos resultados, refizemos as analises estatisticas
considerando apenas os casos avaliados de espécimes de biopsia, porém n&o
observamos variagéo nos resultados encontrados.

Chen et al. (2004) relataram que sensibilidade na deteccdo da c-erbB-2 em
amostras emblocadas em parafinadas diminui com o tempo de armazenamento,
podendo serem subestimadas, e sugerem a utilizacdo de espécimes a fresco para

maior fidelidade na identificagdo desta proteina ou gene correspondente.
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Talvez um grande exemplo da influéncia deste fator na divergéncia dos
resultados relatados na literatura foi observado no estudo prospectivo desenvolvido
por Parise Junior et al. (2004). As autores analisaram a expressdo por
imunoistoquimica da c-erbB-2 em amostras a fresco de CEB e mucosas normais
adjacentes e detectaram uma diminuicdo da imunomarcac¢do desta proteina nas
amostras de CEB quando comparadas com a mucosa normal, tendo considerado
positivas apenas as marcac¢des expressas em membrana. Este resultado diverge de
todos os demais relatados.

A identificacdo de biomarcadores progndsticos detectados por
imunoistoquimica, apesar de demonstrar-se mais viadvel em virtude da facil execugéo
e possibilidade de aplicag&o clinica, apresenta inUmeros fatores inerentes a técnica
que dificultam sua determinacdo, o que as vezes impossibilita a comparacdo entre
estudos com 0 mesmo marcador.

O-charoenrat et al. (2002) e Angiero et al. (2008) atribuem alguns fatores
adicionais para a divergéncia dos resultados observados na avaliagdo da c-erbB-2
como indicador de progndstico em pacientes com CEB. S&o diferencas observadas
de acordo com a técnica utilizada como: imunoistoquimica ou hibridizagdo usa de
diferentes anticorpos, pré-tratamentos diferentes dos cortes analisados. Os autores
concluiram ainda que apesar do aumento da expressao imunoistoquimica da c-erbB-
2 em CEB ser observado em varios estudos, nem sempre este foi correlacionado
significantemente com os parametros clinico-patologicos examinados.

Quanto a expressdo imunoistoquimica da vimentina, apesar de muitos
trabalhos associarem a sua identificagcdo apenas em pecas cirdrgicas, em virtude da

necessidade de avaliacdo do pdlo de invasdo tumoral, em nosso trabalho foi
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detectado um alto indice de expressdo positiva, totalizando 55,4% dos 65 casos
avaliados.

N&o observamos correlagdo estatisticamente significante entre a
imunoexpressdo da vimentina e a sobrevida dos pacientes porém detectamos uma
forte tendéncia a correlagdo com o indice N do estadiamento clinico TNM (p=0,055).
Dentre as demais variaveis clinicas estudadas ndo observamos correlagdo com a
expressdo imunoistoquimica de vimentina.

Quanto ao padrdo de imunoexpressao, esta foi observada de forma intensa,
principalmente nas células tumorais com padréo acantolitico. Na grande maioria de
amostras teciduais no qual o padrédo coeso da arquitetura epitelial ainda estava
mantido, seja na forma de cordbes ou principalmente ilhas, a expressao da
vimentina néo foi observada.

A expressdo concomitante de genes epiteliais e mesenquimais associada a
perda da adeséo celular e aquisicdo de mudancas no fenétipo celular sdo evidéncias
claras da ativagdo de subprogramas da transicéo epitélio-mesenquimal. O gene VIM,
codificante da proteina vimentina & usualmente restrito a células de origem
mesenquimal, apresentando uma notavel expressdo em linhagens de carcinomas
durante a transicdo epitélio-mesenquimal. Sendo a presencga da vimentina muitas
vezes em pontos focais na face basal das células neoplasicas um forte indicativo da
transicao epitélio-mesenquimal. (MOLINOLO et al., 2009).

A deteccdo por imunoistoquimica da vimentina em linhagens celulares de
carcinomas de mama, bexiga e colo de Utero tem sido associada a um aumento na
capacidade de invasao e metastase. Porém esta é descrita como um evento tardio
da carcinogénese, ap0s a desregulacdo de inuUmeros oncogenes e genes

supressores de tumor (GUARINO; RUBINO; BALLABIO, 2007).
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Também observamos uma tendéncia maior a marcagdo imunoistoquimica
para a vimentina nos casos em estagios mais avancados da doenga (estagio lll e IV)
entretanto, esta correlagdo nédo foi estatisticamente significante como demonstra a
Tabela 5.2. Talvez este dado nédo seja significante pela grande maioria dos casos
estudados compreenderem pacientes nos estagios Il e IV.

Nos casos avaliados no presente estudo, apesar do alto indice de expressdo
da c-erbB-2 e da vimentina, estas ndo apresentaram correlagdo estatisticamente
significante entre si ou com parametros clinicos, como observado nas Tabelas 5.3 e
5.4 (p=0,351 pelo teste de correlacdo de Spearman e p=0,344 pelo teste de
correlacdo de variaveis qui-quadrado).

Acreditamos que os inumeros fatores citados como influentes na definicdo da
expressdo por imunoistoquimica da c-erbB-2 possam também ter interferido na
possivel associacdo com a expressédo da vimentina.

Quanto a sobrevida dos pacientes deste estudo, ndo observamos correlagédo
estatisticamente significante com nenhuma das duas proteinas avaliadas como
descrito na tabela e observado nos Graficos 5.7 e 5.8.

Segundo Mufioz-Guerra et al. (2005), para a identificacdo biomarcadores
prognésticos que identifiquem lesdes que tem maior propensédo a recorréncia ou que
levar&o o paciente a 6bito independente da terapia empregada o ideal € desenvolver
pesquisas com pacientes em estagio inicial da doenca, pois lesdes avancadas
podem requerer tratamentos locais mais agressivos ou ainda terapias adjuvantes o
que com certeza por si s ja influencia o progndstico.

Entretanto a disponibilidade de uma amostra significativa de casos em

estagios | e Il é extremamente dificil, pois a amostra estudada é um reflexo dos
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indices epidemiolégicos desta doenca no qual a maior parte dos casos €
diagnosticada em fase tardia.

Em relagcdo & metodologia empregada, também observamos que também
existem divergéncias entre os métodos de avaliacdo da imunomarcacdo. A grande
maioria de estudos que avaliam biomarcadores progndsticos imunoistoquimicos
fazem a andlise da expressado de forma semi-quantitativa. No entanto foi observada
grande variancia nos parametros de intensidade e distribuicdo da imunoexpresséo
empregados.

O critério de avaliagdo imunoistoquimica adotado neste trabalho demonstrou-
se facil e reprodutivel, no entanto, considerando as dificuldades para a definicdo de
positividade da reacdo imunoistoquimica para a detecg¢do da c-erbB-2 acreditamos
que este também possa ter influenciado nos resultados.

Com o propdsito de aumentar a forca das analises estatisticas empregadas
neste estudo muitas variaveis clinicas foram agrupadas. Estratégia também utilizada
em outros estudos relatados (ALBUQUERQUE et al., 2003; IBRAHIM et al., 1997;
KHAN et al., 2002).

Alguns autores acreditam que o prognéstico do CEB seja pior em pacientes
mais velhos, entretanto atribuem esta diferenca ao alto indice de co-morbidades e a
fatores debilitantes comumente presentes nesta faixa etaria e ndo a um
comportamento biologico distinto da neoplasia em pacientes de mais idade
(ARDUINO et al., 2008).

Oliveira et al. (2008) encontraram correlacdo entre a idade e o progndstico
dos pacientes e observaram melhor prognéstico em pacientes com menos do que 60
anos. Porém, estes atribuem a falta de consenso em relacdo a identificacéo da idade

como fator progndstico independente a falta de padronizacdo para agrupamento da
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faixa etaria e sugerem o critério adotado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), que define a faixa etaria de 60 anos como referéncia, em virtude desta idade
marcar o inicio do terceiro estagio da vida em paises desenvolvidos.

Em nosso estudo, ap6s determinadas as idades minima e maxima e
calculada a idade média dos pacientes estes foram agrupados em < 60 anos e > 60
anos, porém nao foi observada correlagdo significante com o prognéstico dos
pacientes.

Quanto a correlagdo das demais variaveis clinicas estudadas com a sobrevida
dos pacientes, a analise univariada dos 65 casos da amostra revelaram que: sexo
(P=0,004), fumo (P=0,026), indice N do estadiamento TNM (P=0,002), estégio
clinico da doenca (P=0,049) e tipo de tratamento aplicado (P=0,002) influenciaram
significantemente o desfecho clinico dos pacientes.

As varidveis que demonstraram significancia pela andlise univariada foram
avaliadas pela analise multivariada de riscos proporcionais de Cox, com o intuito de
verificar o impacto prognostico isolado de cada uma destas na sobrevida dos
pacientes. De acordo com os resultados observados, podemos concluir que a
variavel sexo foi o Unico pardmetro que isoladamente demonstrou correlacdo com o
progndstico dos pacientes.

Estas correlagbes observadas corroboram com os relatados por outros
autores. No entanto, a identificacdo do sexo como parametro progndstico
independente demonstrou-se divergente dos demais (ARDUINO et al.,, 2008;
MASSANO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; SCULLY; BAGAN, 2009c).

Para melhor avaliagédo da influéncia do tipo de tratamento executado com as
demais variaveis clinicas incluindo a imunoexpressdo das proteinas avaliadas, os

grupos cirdrgico e nao-cirurgico foram avaliados separadamente, porém também
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ndo houve correlacéo significante entre a expressao imunoistoquimica da vimentina
e do c-erbB-2 com a sobrevida dos pacientes nos dois grupos avaliados em
separado.

Os achados contraditérios na literatura estdo de acordo com a complexidade
e heterogenicidade da progressao tumoral do CEB. Portanto, € pouco provavel que
apenas um unico parametro seja identificado como marcador prognostico ideal. A
avaliacdo de mudltiplos fatores prognosticos em conjunto, incluindo possiveis
marcadores biolégicos que caracterizem o comportamento tumoral, pode ser
necessaria para estimar o curso da doenca individualmente (SCULLY; BAGAN,
2009b)

Para Oliveira et al. (2008), apenas poucos estudos recentes avaliaram fatores
prognésticos do CEB em grupos homogéneos de pacientes na tentativa de eliminar
a influéncia de fatores clinicos, patolégicos e demogréficos. Para maior
confiabilidade nos resultados a amostra deve ser suficientemente grande, com
pacientes em diferentes estagios clinicos e com lesdes em diferentes sitios
anatbmicos, porém apenas de cavidade oral, e se possivel distribuidos
homogeneamente. Baseado nestes critérios e com o intuito de identificar este perfil
de amostra, muitos trabalhos relatados sdo estudos multicéntricos. Porém diferentes
centros de tratamento do cancer adotam estratégias de tratamento muitas vezes
distintas.

Como também foi observado neste estudo, diferentes modalidades de
tratamento, por si s6 afetam o curso clinico da doenga e por consequiéncia a
sobrevida dos pacientes, portanto acreditamos que para isolar esta variavel
devemos delinear estudos com propostas terapéuticas definidas e homogéneas de

acordo com outros parédmetros clinicos.
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Considerando todos os fatores que de alguma forma influenciaram os nossos
resultados, seja fatores relacionados & proteina estudada, ou & metodologia
empregada, podemos concluir que os resultados observados foram insuficientes
para identificar a c-erbB2 ou a vimentina como biomarcadores prognosticos assim
como para descarté-las totalmente deste papel, persistindo o desafio da obteng&o de
marcadores que auxiliem na predicdo do comportamento clinico e indiquem
propostas terapéuticas melhor direcionadas para pacientes com Carcinoma

Epidermdide de Boca.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

1. A imunoexpresséo das proteinas c-erbB-2 e vimentina quando presente nas
células neoplasicas apresentava-se predominantemente citoplasmatica.

2. N&o houve correlacéo estatisticamente significante entre a imunoexpressao
de c-erbB-2 e as variaveis clinicas nos casos estudados. Porém houve uma forte
tendéncia a correlagdo da imunoexpressao de vimentina com o indice N (TNM).

3. Nao houve correlacdo estatisticamente significante entre a expresséo
imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2 e vimentina entre si.

4. Nao houve correlagido estatisticamente significante entre a expressao
imunoistoquimica das proteinas c-erbB-2 e vimentina e a sobrevida global dos
pacientes estudados.

5. Houve correlacdo estatisticamente significante entre as varidveis clinicas
sexo, fumo, indice N, estadiamento clinico e tipo de tratamento aplicado e a
sobrevida global dos pacientes sendo que apenas com a varidvel sexo houve

correlacdo de maneira independente.
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experimentos. N: 0 negativo e 1 positivo; Sobrevida: em meses

APENDICE A — Dados clinicos e imunoistoquimicos dos 65 pacientes com carcinoma epidermoide de boca cujas amostras foram

utilizadas para os

CASO SEXO IDADE FUMO ALCOOL LOCAL T N TRATAMENTO DESFECHO SOBREVIDA VIMENTINA c-erbB-2
MUCOSA NAO

MASC 53 SIM SIM JUGAL 4 1 CIRURGICO OBITO 9 POSITIVO NEGATIVO

2 MASC 64 SIM SIM LINGUA 3 0 CIRURGICO OBITO 4 POSITIVO POSITIVO
NAO

3 FEM 75 SIM SIM ASSOALHO 4 1 CIRURGICO ACOMP. 62 NEGATIVO POSITIVO

4 MASC 33 NAO INDET. LINGUA 3 0 CIRURGICO ACOMP. 63 NEGATIVO POSITIVO

5 MASC 54 SIM SIM LINGUA 1 0 CIRURGICO OBITO 32 POSITIVO POSITIVO

6 FEM 66 NAO NAO PALATO 4 1 CIRURGICO ACOMP. 63 NEGATIVO NEGATIVO

7 MASC 56 NAO NAO LINGUA 2 0 CIRURGICO ACOMP. 49 NEGATIVO POSITIVO

8 MASC 52 SIM SIM REBORDO 4 0 CIRURGICO OBITO 39 NEGATIVO POSITIVO

9 FEM 74 SIM SIM REBORDO 4 0 CIRURGICO ACOMP. 26 POSITIVO POSITIVO

10 MASC 64 SIM SIM ASSOALHO 1 1 CIRURGICO ACOMP. 1 NEGATIVO POSITIVO

11 MASC 53 SIM SIM REBORDO 4 1 CIRURGICO OBITO 1 NEGATIVO POSITIVO
NAO

12 MASC 66 SIM SIM PALATO 4 0 CIRURGICO OBITO 1 POSITIVO NEGATIVO
NAO

13 FEM 63 SIM NAO LINGUA 4 1 CIRURGICO OBITO 1 POSITIVO POSITIVO

14 MASC 62 SIM SIM REBORDO 4 0 CIRURGICO OBITO 3 NEGATIVO POSITIVO

15 MASC 66 NAO NAO LINGUA 3 0 CIRURGICO OBITO 10 NEGATIVO NEGATIVO
NAO

16 FEM 64 SIM SIM TRIGONO 4 0 CIRURGICO OBITO 14 POSITIVO NEGATIVO
NAO

17 MASC 60 SIM SIM TRIGONO 4 1 CIRURGICO OBITO 18 POSITIVO NEGATIVO

18 FEM 69 NAO NAO MUC.JUGAL 3 0 CIRURGICO OBITO 72 POSITIVO POSITIVO
NAO

19 FEM 79 SIM NAO REBORDO 4 0 CIRURGICO OBITO 8 POSITIVO POSITIVO

20 MASC 56 SIM SIM ASSOALHO 4 1 CIRURGICO OBITO 3 POSITIVO POSITIVO

Cont.

v6



CASO SEXO IDADE FUMO ALCOOL LOCAL T N TRATAMENTO DESFECHO SOBREVIDA VIMENTINA c-erbB-2

21 MASC 79 SIM SIM TRIGONO 2 0 CIRURGICO OBITO 4 POSITIVO POSITIVO

22 MASC 41 NAO NAO PALATO 2 1 CIRURGICO OBITO 22 NEGATIVO POSITIVO
NAO

23 MASC 75 SIM SIM  ASSOALHO 3 1 CIRURGICO OBITO 5 NEGATIVO POSITIVO

24 MASC 43 NAO NAO ASSOALHO 4 1 CIRURGICO OBITO 2 POSITIVO POSITIVO

25 MASC 53 SIM SIM LINGUA 3 1 CIRURGICO OBITO 6 POSITIVO POSITIVO

26 FEM 85 SIM NAO LINGUA 3 0 CIRURGICO ACOMP. 41 NEGATIVO POSITIVO
NAO

27 FEM 70 SIM NAO LINGUA 4 1 CIRURGICO OBITO 5 POSITIVO POSITIVO

28 MASC 45 SIM SIM ASSOALHO 2 1 CIRURGICO OBITO 45 POSITIVO POSITIVO

29 MASC 69 SIM SIM LINGUA 3 0 CIRURGICO OBITO 23 POSITIVO NEGATIVO
NAO

30 MASC 68 SIM SIM ASSOALHO 3 0 CIRURGICO OBITO 1 POSITIVO NEGATIVO
NAO

31 MASC 73 SIM SIM LINGUA 4 1 CIRURGICO OBITO 14 POSITIVO POSITIVO
NAO

32 MASC 73 SIM SIM LINGUA 2 1 CIRURGICO OBITO 10 POSITIVO POSITIVO
NAO

33 FEM 63 SIM NAO LINGUA 4 1 CIRURGICO ACOMP. 59 POSITIVO POSITIVO
NAO

34 MASC 74 SIM SIM LINGUA 4 1 CIRURGICO OBITO 11 NEGATIVO NEGATIVO

35 FEM 84 SIM NAO LINGUA 3 1 CIRURGICO OBITO 5 NEGATIVO POSITIVO

36 FEM 27 NAO NAO LINGUA 2 0 CIRURGICO ACOMP. 59 POSITIVO NEGATIVO

37 FEM 74 SIM SIM LINGUA 3 1 CIRURGICO OBITO 1 POSITIVO POSITIVO
NAO

38 MASC 71 SIM NAO LINGUA 3 1 CIRURGICO OBITO 2 POSITIVO POSITIVO

39 MASC 71 SIM SIM LINGUA 2 0 CIRURGICO ACOMP. 52 POSITIVO POSITIVO
NAO

40 MASC 60 SIM SIM ASSOALHO 4 1 CIRURGICO OBITO 3 NEGATIVO POSITIVO

Continuacgéao

G6



CASO SEXO IDADE FUMO ALCOOL LOCAL T N TRATAMENTO DESFECHO SOBREVIDA VIMENTINA c-erbB-2
NAO
41 MASC 25 NAO NAO LINGUA 4 1 CIRURGICO OBITO 12 NEGATIVO POSITIVO
NAO
42 FEM 93 SIM NAO LINGUA 3 1 CIRURGICO OBITO 5 NEGATIVO NEGATIVO
43 FEM 43 SIM SIM  ASSOALHO 4 1 CIRURGICO ACOMP. 57 POSITIVO POSITIVO
NAO
44 MASC 72 SIM NAO LINGUA 4 1 CIRURGICO OBITO 14 NEGATIVO POSITIVO
NAO
45 MASC 39 SIM NAO LINGUA 4 1 CIRURGICO OBITO 1 POSITIVO NEGATIVO
NAO
46 MASC 57 INDET. INDET. PALATO 4 1 CIRURGICO OBITO 3 NEGATIVO NEGATIVO
NAO
47 MASC 57 INDET. INDET. ASSOALHO 4 1 CIRURGICO OBITO 2 NEGATIVO POSITIVO
NAO
48 MASC 66 INDET. INDET. ASSOALHO 4 1 CIRURGICO OBITO 1 NEGATIVO POSITIVO
49 MASC 67 INDET. INDET. ASSOALHO 4 1 CIRURGICO OBITO 8 POSITIVO POSITIVO
50 MASC 38 SIM SIM LINGUA 1 0 CIRURGICO OBITO 36 POSITIVO POSITIVO
51 MASC 37 INDET. INDET. ASSOALHO 2 0 CIRURGICO ACOMP. 67 NEGATIVO NEGATIVO
52 MASC 74 SIM SIM LINGUA 3 1 CIRURGICO OBITO 1 NEGATIVO NEGATIVO
53 MASC 53 SIM SIM TRIGONO 3 1 CIRURGICO OBITO 14 NEGATIVO NEGATIVO
54  FEM 40 SIM SIM TRIGONO 3 0 CIRURGICO ACOMP. 36 POSITIVO NEGATIVO
55 MASC 59 SIM SIM  ASSOALHO 3 1 CIRURGICO OBITO 10 NEGATIVO NEGATIVO
56 MASC 65 SIM SIM  ASSOALHO 4 0 CIRURGICO ACOMP. 46 POSITIVO POSITIVO
57 MASC 52 SIM NAO LINGUA 3 1 CIRURGICO OBITO 5 POSITIVO NEGATIVO
58 FEM 35 SIM NAO REBORDO 3 1 CIRURGICO OBITO 4 POSITIVO NEGATIVO
59 FEM 40 SIM SIM  ASSOALHO 4 1 CIRURGICO OBITO 34 POSITIVO POSITIVO
60 FEM 90 NAO NAO LINGUA 3 0 CIRURGICO ACOMP. 17 POSITIVO POSITIVO
61 MASC 68 SIM NAO ASSOALHO 3 1 CIRURGICO ACOMP. 19 NEGATIVO NEGATIVO
62 FEM 70 SIM NAO TRIGONO 3 1 CIRURGICO ACOMP. 10 NEGATIVO NEGATIVO
63 FEM 78 INDET. INDET. LINGUA 3 0 CIRURGICO ACOMP. 20 POSITIVO NEGATIVO
64 MASC 74 INDET. INDET. LINGUA 3 1 CIRURGICO ACOMP. 1 NEGATIVO NEGATIVO
65 MASC 70 SIM SIM  ASSOALHO 4 1 CIRURGICO OBITO 1 NEGATIVO NEGATIVO
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da FOUSP

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER DE APROVAGAO
Protocolo 190/07

O grupo de trabalho indicado pelo Comité de Etica em Pesquisa APROVOU
o protocolo de pesquisa "EXPRESSAO POR IMUNOISTOQUIMICA DAS
PROTEINAS VIMENTINA, CtBP E c-erbB-2 EM CARCINOMAS EPIDERMOIDES
BUCAIS EM CORRELAGAO COM CARACTERISTICAS CLINICAS E
PROGNOSTICO", de responsabilidade da Pesquisadora, TESSA DE LUCENA
BOTELHO, sob orientagéo do Professor Doutor DECIO DOS SANTOS PINTC
JUNIOR

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados a este
Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao término copia
do trabalho em “cd’. Qualquer emenda do projeto original deve ser apresentada a
este CEP para apreciacgo, de forma clara e sucinta, identificando a parte do

protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Sao Paulo, 04 de dezembro de 2007

Prof. Dr. Joa@albeno de Cergueira Luz

Coordenador do CEP-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 —- Cidade Universitaria “Armando de Salies Oliveira” CEP 65508-300

S3o Paulo ~ SP - Diretoria Telefax: (011) 3091- 0062/3091-7817/3091-7860) - Compras {011) 3091-7895
Impresso no $.0.0.
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