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RESUMO

Noleto L. Andlise digital da imunoexpressdo compartimental de
cicina D1 em estadios IlIl e IV de carcinoma epidermoéide de
laringe [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de

Sao Paulo; 2008.

Introducdo: A ciclina D1 constitui um importante regulador
do ciclo celular e pode funcionar como co-regulador de transcricao.
A superexpressdo da ciclina D1 tem sido associada ao
desenvolvimento e progressdo do cancer. A degradacao irregular
da ciclina D1 pode ser responsavel pelos seus niveis elevados em
algumas neoplasias malignas. A ciclina D1, além disso, modula
indiretamente a estrutura da cromatina e transcricdo de genes
envolvidos na proliferacdo e diferenciacdo. Mutacgdes, amplificacao
e superexpressao da ciclina D1, que alteram a progresséao do ciclo
celular, sdo observadas frequentemente em varias apresentacodes
de neoplasias malignas, incluindo o carcinoma epidermodide de
laringe, e as elucidacbes inferidas destas observacdes podem trazer
melhor entendimento a oncogénese. Objetivo: O objetivo deste
estudo foi comparar a expressao imunoistoquimica de ciclina D1 e
a ocorréncia de metéastase linfatica em estadios Il e IV de
carcinoma epidermoide de laringe. Métodos: Estudo retrospectivo,
coorte longitudinal, por avaliacdo imunoistoquimica e quantificacao
digital da imunoexpressao nuclear e citoplasmatica de ciclina D1
em espécimes de tumor preservados em parafina oriundos de
pacientes consecutivos submetidos a cirurgia oncoldgica radical,
entre 1999 e 2004. A sobrevida global dos pacientes foi avaliada,
bem como a idade, sexo, tabagismo, estado de comprometimento

linfatico, grau de diferenciacdo e estadiamento (pTNM). A analise



estatistica teve como significancia valores de p< 0.05. A curva de
sobrevida foi elaborada utilizando o método de Kaplan-Meier.
Resultados: Houve imunomarcacao citoplasmatica em 566 (1,2%)
células, imunomarcacdo nuclear em 13788 (29,6%) células, a
relacdo do IPc e IPn foi de 0,007 (0,7%), auséncia de
imunomarcacao celular foi observada em 32210 (69,1%) células,
perfazendo um total de 46554 (100%) células investigadas. Entre
os 28 (59,5%) casos que nao apresentaram metastase linfatica, o
IPn foi de 26,8 (9,7 - 46,9) e o IPc foi de 0,1 (0O — 0,3); naqueles
19 (40,4%) em que foi observada metastase linfatica, o IPn foi de
26,7 (16,7 — 39,0) e o IPc foi de 0,3 (0 - 1,0). Conclus8es: Nao
houve associacdo estatisticamente significante entre expressao
nuclear e citoplasmatica de ciclina D1, em carcinoma epidermoide
primario de laringe, e ocorréncia de metastase linfatica cervical,
graus de diferenciacdo histolégica, bem como recidiva loco-regional
e metastase hematogénica. O presente estudo ndo subsidia a
superexpressdo de ciclina D1 como fator limitante de sobrevida

global.

Descritores: Oncologia, Ciclina D1, Laringe, Imunoistoquimica.



SUMMARY

Noleto L. Digital analysis of cyclin D1 immunoexpression in
subcellular compartments in squamous cell carcinoma of the larynx
[thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séao

Paulo; 2008.

Background: Cyclin D1 is an important regulator of cell cycle
progression and can function as a transcriptional co-regulator. The
overexpression of cyclin D1 has been linked to the development
and progression of cancer. Abnormal cyclin D1 degradation appears
to be responsible for the increased levels of cyclin D1 in several
cancers. Recent findings have identified novel mechanisms involved
in the regulation of cyclin D1 stability. Cyclin D1 belongs to the
family of cyclin proteins which function as the regulatory subunits
of cyclin/cyclin dependent kinase (Cdk) holoenzymes that regulate
entry into and progression through the cell cycle. Cyclin D1
expression is induced upon stimulation by growth factors (e.g. EGF,
IGF-1/11), aminoacids, hormones, and oncogenes such as Ras, Src,
ErbB2, and SV40 T antigen. Cdk4 and Cdk6 can partner with cyclin
D1 in early to mid-G1 phase to phosphorylate and inactivate the
cell cycle inhibitory function of the retinoblastoma protein (pRB) in
cooperation with cyclin E/Cdk2. Cyclin D1 is also known to
modulate local chromatin structure and transcription of genes
involved in proliferation and differentiation through CDK-
independent association with histone acetylases (e.g. CBP, P/CAF)
and deacetylases. Mutations, amplification or overexpression of
cyclin D1, which alters cell cycle progression, are observed
frequently in a variety of tumors, including laryngeal squamous cell
carcinoma, and may contribute to oncogenesis. Methods: This was
a retrospective study by immunohistochemical determination of
cyclin D1 in fixated and paraffin-embedded tumour especimens
from 47 consecutive patients with squamous cell carcinoma in
larynx treated by curative oncological surgery from 1999 to 2004.
Survival of patients was related to age, gender, nodal status and
stage at termination of treatment. Significant differences were
considered for p<0.05. Results: Cytoplasmic immunostain was
observed in 566 (1,2%) cell, nuclear immunostain in 13788
(29,6%) cell, relationship between Plc and PIn was 0,007 (0,7%),
absent cell immunostain was observed in 32210 (69,1%), and total
46554 (100%). Among 28 (59,5%) cases with no lymph node



metastasis, PIn was 26,8 (9,7 - 46,9) and Plc was 0,1 (O — 0,3);
those 19 (40,4%) with lymph node metastasis, had a PIn of 26,7
(16,7 — 39,0) and PIc of 0,3 (O -1,0). Conclusions: According to
these results, it has been concluded that cyclin D1 showed nuclear
and cytoplasmic expression in larynx squamous cell carcinoma;
however, tumor cyclin D1 expression was not significantly
associated with lymph node metastasis when quantified by
quantitative or semiquantitative methods. Besides, cyclin D1
expression showed no influence in overall survival.

Subject Headings: 1. Medical oncology, 2. Cyclin D1, 3. Larynx,
4. Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O cancer se caracteriza por proliferacdo descontrolada e
mutacdes em genes que controlam o ciclo celular. As alteracdes
afetando a funcao da ciclina D1 sdo apenas um exemplo conhecido.
A completa definicdo das bases moleculares que regulam as
atividades desses e de outros membros da maquinaria do ciclo
celular tem um papel fundamental para o conhecimento dos
mecanismos envolvidos na tumorigénese. Além disso, deve abrir
caminhos para o desenvolvimento de drogas contra alvos

especificos e para tratamentos efetivos contra o cancer.

O carcinoma epidermaoide responde por aproximadamente 2%
de todas as neoplasias malignas diagnosticadas anualmente no
ocidente, e representa a mais comum em cabeca e pesco¢o
(Batsakis JG, 1979). Apesar dos avan¢cos no entendimento da
expressdo de proteinas que regulam o ciclo celular e sua
consequente influéncia sobre a oncogénese, evolugcdo do
tratamento cirdrgico e técnica de radioterapia, bem como emprego
combinado de radioterapia e quimioterapia, aproximadamente 50%
apresentam recidiva loco-regional, metastase hematogénica ou
segundo tumor primario que, em conjunto, representam as falhas
de tratamento (Spafford MF, 1996; Rodrigo JP, 2003; Lazaris AC,
2000); além disso, tumores com caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas similares podem apresentar evolucdes clinicas
bastante distintas. Fatores prognoésticos tradicionais como sitio
primario do tumor, estadiamento TNM (Anexo G) e graduacao
histolégica, parecem ser insuficientes em predizer a evolucdo do
carcinoma epidermodide de laringe (Brine M, 1991; Ziwei Yu et al.,

2005).



Introducdo 3

A ciclina D1 é codificada pelo gene CCND1 localizado no
cromossomo 11q. Essa atua no ciclo celular acelerando a fase G1 _
descrita em 1991 por Motokura et al. ao observarem que o
aumento da ciclina desregula o ciclo celular e contribui para a
génese do tumor. A superexpressao dessa pode estar implicada em
ma evolucdo clinica, expressa por recidiva local ou metastase
linfatica e hematogénica, em pacientes com carcinoma epidermaoide

de cabeca e pescoco.

No intuito de melhorar o entendimento da oncogénese do
carcinoma epidermdéide de laringe, e sua evolucdo clinica,
tentativas tém sido realizadas em identificar novos marcadores
prognosticos capazes de distinguir pacientes com bom progndstico
daqueles com maior probabilidade de apresentarem falha no

controle oncoldgico (Chen FF et al., 1996).
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2.1.
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2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

Objetivos 5

OBJETIVOS

O objetivo da presente pesquisa foi verificar:

HIPOTESE PRINCIPAL

Avaliar a imunoexpressdao da ciclina D1 nos
compartimentos celulares do carcinoma epidermdide de
laringe e comparar com a ocorréncia de metastase

linfatica.

HIPOTESES SECUNDARIAS

Avaliar a imunoexpressdo nuclear e citoplasmatica da
cicina D1 e comparar com o0s graus de diferenciacao

histolégica em carcinoma epidermaoide de laringe.

Avaliar a imunoexpressdo nuclear e citoplasmatica da
ciclina D1 e comparar com a ocorréncia de recidiva loco-
regional em pacientes tratados por carcinoma epidermoéide

de laringe.

Avaliar a sobrevivéncia global dos pacientes tratados por
carcinoma epidermdide de laringe comparada a

imunoexpressao da ciclina D1.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CARCINOMA EPIDERMOIDE DE LARINGE

O cancer de laringe é responsavel por aproximadamente
136.000 novos casos e 73.500 mortes no mundo a cada ano,
ocorrendo predominantemente no sexo masculino. Representa
2,7% de todos os casos de cancer e 2,2% dos 6bitos por cancer. A
relacdo de incidéncia por sexo € de 7:1 (masculino/ feminino), a
maior diferenca em comparacdo com qualquer outro sitio

anatémico do corpo humano, segundo Gallus (2003).

Aproximadamente dois tercos desses tumores surgem na
glote e um terco acomete a laringe supragléotica (Dias FL et al.,

2001).

Conforme dados do Instituto Nacional de Cancer (2005), do
Ministério da Saude, o cancer da laringe é o segundo mais
frequente do trato aerodigestivo superior, sendo responsavel por
25% dos tumores malignos da cabeca e pescoco e 2% do total das

neoplasias malignas.

O cancer de laringe pode ser prevenido, pois menos de 5%
dos carcinomas de laringe ocorrem em nao-fumantes e 0 risco
diminui com a cessacdo do tabagismo apds cinco anos e aproxima-
se do risco de ndo-fumantes por volta dos dez anos apos o fim do
habito de fumar (Tincani AJ, 2004).

O cancer de laringe responde por 2,8% dos novos casos de
cancer em homens no mundo, e constitui a décima primeira
neoplasia maligna mais frequente, tendo uma estimativa de

incidéncia ajustada por idade pela populacdo mundial de
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5,7/100.000. Entre mulheres ele é menos frequente, com uma
estimativa de incidéncia ajustada por idade pela populacdao mundial
de 0,7/100.000. O maior coeficiente de incidéncia, no sexo
masculino, foi observado em Saragoza, Espanha (coeficiente
ajustado por idade pela populacdo mundial de 18,0/100 mil por
ano) (Parkin DM, 2002).

O cancer de laringe é responsavel por aproximadamente
73.500 mortes por ano no mundo. Na América do Sul tropical
(inclui todos os paises do continente, com excecdo do Chile,
Argentina e Uruguai); em 1990, o coeficiente de mortalidade por
cancer de laringe padronizado por idade foi estimado em 3,9 para

homens e 0,7 para mulheres (por 100 mil) (Pisani Pet al., 1999).

Em levantamento realizado no Estado de Sao Paulo, na década
de 90, o cancer de laringe aparece como a oitava neoplasia mais
frequente entre as mortes por neoplasias malignas, com uma taxa

bruta de 4,5/100 mil homens (Wunsch V, 2004).

O tratamento desta doenca gera mudancas importantes nas
atividades diarias dos pacientes, causando consequéncias severas

na qualidade de vida dos mesmos (Dworkin JP, 2003).

3.1.1. FATORES DE RISCO

Fumo e &alcool: o cancer de laringe € extremamente raro em
nao-fumantes e incomum em mulheres (Licitra L, 2003). O risco &
proporcional ao numero de cigarros fumados por dia e o risco de
adquirir cancer de laringe pode ter uma razado de chances 13,2
vezes maior em fumantes do que em nao-fumantes. Considerado

um risco de 4,4 vezes maior de cancer de laringe para quem fuma
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10 cigarros por dia e até 10,4 para quem fuma 40 cigarros por dia.
H& uma relacédo nitida entre o cancer de laringe e o alcool, com o
dobro de risco para os etilistas. Também ocorre um sinergismo
entre o alcool e o fumo, aumentando em 20 vezes 0 risco de

desenvolvimento de cancer de laringe (Lazarus P, 2000).

Ocupacao: ha algumas atividades de risco para o cancer de
laringe, entre elas estdo aquelas em que ocorre exposicdo ao
niguel e gas mostarda, além de maquinistas e trabalhadores de
granja e marcenaria. Desde 1970, a exposi¢cdo ao asbesto tem sido
considerada como fator de risco, inclusive por meio de estudos de
caso-controle. Exposicdo ao acido sulfarico pode ocasionar,
também, cancer de laringe, assim como trabalhadores expostos a

madeira e ao cimento (Dietz A, 2004).

Radiacao: principalmente em altas doses, tem sido identificada
como cancerigena, especialmente para os tecidos moles (glandulas
salivares e tiredide); entretanto, também, sdo relatados casos de
induc&o de carcinoma escamoso e fibrossarcoma de laringe devido

a radiacao (Boffeta P, 2003).

Nutricdo e dieta: estudos caso-controle indicaram que alto
consumo de alimentos salgados e gordurosos sdo associados com
cancer de laringe. Por outro lado, o consumo de legumes e
vegetais in natura, frutas, tem efeito protetor em outros estudos

caso-controle (Bosetti C, 2002).

Virus: HPV tipos 16, 18 e 33 podem estar relacionados com
cancer de laringe, porém, apo0s estudos grupo-controle, sem
tabagismo ou etilismo, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa (Herrero R, 2003).

Refluxo gastro-esofagico: um estudo tipo caso-controle, em

que foram controlados idade, género e tabagismo, demonstrou
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aumento significativo de cancer de laringe em pacientes com RGE
(Weaver EM, 2003). No entanto, metanalise de 18 artigos mostrou

pouco suporte a esse possivel fator etiolégico (Galli J, 2002).

Genético: estudo brasileiro caso-controle, mostrou um alto
risco de carcinoma epidermodide entre individuos com parentes de
primeiro grau com cancer de via aerodigestiva superior (Tincani AJ,
2006).

3.2. CICLINAS

3.2.1. AS CICLINAS E AS QUINASES DEPENDENTES DE
CICLINAS.

As células malignas apresentam danos aos genes envolvidos
no controle do ciclo celular, particularmente no ponto de restricao
entre G1/S (Sherr CJ, 1996). H4 uma série de evidéncias indicando
que o principal evento na progressao da fase G1/S é a fosforilacdo
do gene do retinoblastoma (pRb), a qual propicia a inibicdo dos
fatores de transcricdo da familia E2ZF (Weinberg RA et al., 1995;
Herwig S et al., 1997).

A atividade dos fatores de transcricdo E2F permite a
expressdo dos genes especificos da fase S necessarios a

progressao do ciclo celular.

Este ponto critico € primariamente modulado por uma
subunidade de ciclina reguladora e uma subunidade catalitica de
quinase dependente de ciclina (CDK) (Hunter T et al., 1994), estas
quinases acabam por regular a fosforilagcdo do pRb (Sherr CJ et al.,

1996).
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Quando ndo ha a fosforilacdo do pRb, ha inativacdo dos
fatores de transcricdo e impedimento da progressdo da transicao
G1/S; entretanto, o pRb fosforilado, isoladamente, n&o pode

promover a progressao do ciclo celular (Weinberg RA et al., 1996).

Pelo menos nove classes de ciclina e sete de CDK ja foram
identificadas (Nakamura T et al., 1995). Duas subunidades de CDK
(CDK4 e CDK®6) conjugadas a trés ciclinas D (D1, D2 e D3), além
da CDK2 conjugada a ciclina E, estdao envolvidas na regulacdo da
progressdo G1/S (Franklin DS et al.,, 1998). H& estudos
biomoleculares que revelam que as CDK sao negativamente
reguladas por um grupo numeroso de inibidores de CDK, os quais
podem ser divididos em dois subgrupos conforme suas
propriedades funcionais e estruturais: INK4 que inclui pl5, pl6,
pl8 e p19 e formam complexos com CDK4 e CDK®6 e ciclinas D, e o
subgrupo Cip/Kip que inclui p21, p27 e p57, conhecidos como
inibidores universais de CDK por inibirem a atividade quinase de
varios complexos CDK (Lloyd RV et al., 1999).

Alguns estudos tém demonstrado a relacdo entre alteractes de
oncogénese e a expressao destas ciclinas, CDK e inibidores de CDK
que levam a perda de controle sobre o ciclo celular,
particularmente na fase G1/S (Sherr CJ, 1996; Motokura AA, 1993;
Bartkova J, 1996).

As ciclinas sdao um grupo chave de proteinas reguladoras do
ciclo celular. Estas sdo enzimas que estimulam a célula a realizar a
divisdo celular. Durante a fase GO elas encontram-se inativas e, ao
se unirem com suas respectivas quinases dependentes de ciclina
(CDK), tornam-se ativas. E o complexo ciclina/CDK que estimula a
célula a realizar a mitose. Para cada fase do ciclo celular existe um
desses complexos envolvido; além disso, durante todo o ciclo

celular, ocorre sucessivamente a formacéo, ativacao e inativacao
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desses diferentes complexos ciclina/CDK, cujas concentracoes
aumentam e decrescem num padrao regular (Jeannon JP et al.,

1998).

Ciclina A

Ciclina D

O W WD 0300
T O S A A A

Fase G1 Fase S Fase G2 Mitose

Figura 1 - Concentracdes de diferentes ciclinas durante
a progressdo do ciclo celular (Adaptado de Jeannon,
1998).

Durante a elucidacdo da base genética do cancer,
naturalmente, o foco € o que faz a célula cancerosa ser diferente da
célula normal e como isto deve ser explorado para interferir na
histéria natural da doenca. A pesquisa para o fator determinante no
desenvolvimento de cancer laringeo tem levado a varios genes
implicados, incluindo aqueles envolvidos na regulagcdo do ciclo
celular (como TP16, TP21 e CCND1), além dos genes supressores
tumorais (como o TP53 e RB), oncogenes (RAS e NYC), receptores
de fatores de crescimento (como o EGF e HER-2/neu), enzimas
proteoliticas (colagenase e matriz metaloproteinase) e o antigeno
do carcinoma de células escamosas (SCCA1 e SCCA2) (Cataltepe S,

2000).
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Embora haja um grande numero de descricfes destes genes,
até o momento, nenhum destes candidatos mostrou-se consistente

como marcador prognoéstico (Cervantes O, 2005).

Os proto-oncogenes sao genes envolvidos nos quatro
mecanismos basicos que regulam o crescimento celular normal:
fatores de crescimento, receptores dos fatores de crescimento,
transdutores de sinal e fatores de transcricdo nuclear. Acredita-se
que o0s oncogenes ativem ciclinas e quinases dependentes de
ciclina (CDK) _ que desencadeardo a proliferacdo desregulada
(Cervantes O et al., 2005).

A progresséo do ciclo celular de eucariotos superiores depende
de uma classe especial de enzimas do tipo quinase de serina/
treonina, cuja subunidade catalitica é conhecida como CDK (cyclin-
dependent kinase) e a subunidade regulatéria é a ciclina, esta
ultima com um padréo ciclico de acumulo e degradacdo (Murray,
2004; Sherr, 2004; Wang et al. 2004).

Segundo Tajara (2004), as células animais possuem Varias
ciclinas e CDK que combinam e atuam em fases especificas do ciclo
celular. Por exemplo, a passagem pelo ponto de restricdo em G1 é
regulada principalmente por complexos de CDK4 e CDK®6 e ciclinas

do tipo D (D1, D2, D3).

|L'}'|.']1'11 1 =

Mitogen J
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Figura 2 - Ativacdo do complexo ciclina D1-
CDK durante a fase G1 do ciclo celular
(Adaptado de Tajara, 2004).

A ciclina E é expressa mais tarde em G1 e sua ligacdo a CDK2
faz-se importante para a transicdio G1-S e para o inicio da
duplicacdo do DNA. Os complexos CDK2 — ciclina-A também
participam da iniciacdo da sintese de DNA e da progressdo da fase
S, enquanto a transicao G2-M depende de CDK1 e ciclina B.

As CDK sdo muito conservadas na escala evolutiva e sua
ativagcdo compreende o evento central nas transi¢cdes das diferentes
etapas do ciclo celular. A sua regulacdo é determinada por quatro
mecanismos moleculares basicos: a formacdo peridodica de
complexos CDK-ciclina, que é controlada pela sintese e degradacao
de seus componentes, por fosforilacdo e desfosforilacdo das CDK e

pela acdo de proteinas inibidoras de CDK (Tajara EH, 2004).

A ciclina D1 é codificada pelo gene CCND1 localizado no
cromossomo 11qg (Han S et al., 1999). Esta proteina atua no ciclo
celular acelerando a fase G1 e foi descrita como um oncogene em
1991 por Motokura T et al., o qual observou que o aumento da
ciclina desregula o ciclo celular e contribui para génese do tumor. A
ciclina D1 é um regulador do ciclo celular, cujo gene localiza-se na
regido 11913, essencial para a progressdo da fase G1 (Kastan MB
et al., 2001), torna-se ativa apods sua ligacdo com CDK4 ou CDKB6.
A funcdo regulatéria desses complexos ciclina D1/CDK ocorre
através da fosforilacdo da proteina do retinoblastoma (pRb), inibe o
ciclo celular e impede que a célula entre na fase S. Quando
fosforilada, a pRb se torna inativa e permite a dissociacdo do

complexo E2F/Rb, possibilitando a progresséo do ciclo celular.

A perda do gene do retinoblastoma esta relacionada com
diversos tipos de cancer, tais como osteossarcoma, carcinoma

pulmonar de pequenas células, carcinoma de prostata, carcinoma
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de mama, alguns tipos de leucemia, carcinoma uterino e o proprio
retinoblastoma, no qual foi inicialmente identificada a perda deste
gene (Herwig S et al.,, 1997). Existem outros fatores que
participam dessa cadeia de regulacao celular. O complexo ciclina
D1-CDK é regulado negativamente pela pl6, cuja inativacdo ou
auséncia é detectada em muitos tumores. Além disso, 0 gene

supressor tumoral TP53 inibe a ciclina D1.

Fracchiolla et al. (1997), em 58 pacientes com cancer da
laringe, constataram que em cerca de 40% desses casos ocorre
aumento da expresséo de ciclina D1 e, quando existem metastases
para linfonodos, este numero aumenta para aproximadamente

60%o.

3.2.2. A ATIVACAO DOS COMPLEXOS CDK-CICLINA

A ativacado das quinases depende de sua interacdo com as
ciclinas, além da fosforilacdo de diferentes residuos. A interacado
com as ciclinas induz mudancas conformacionais nas CDK, que
resultam no deslocamento de um segmento de sua molécula,
denominado alca T, e traz para o sitio ativo um residuo essencial
para a funcdo enzimatica. A ativacdo do complexo depende ainda
da fosforilacdo da treonina 160/161, da alca T e da desfosforilacéo
dos residuos de treonina-14 e tirosina-15 préximos ao terminal
amino. A fosforilagdo da treonina 160/161 é catalisada por uma
enzima (CAK ou CDK-activating kinase), ela propria formada por
uma CDK (CDK7) e pela ciclina H. Essa enzima representa um
importante fator de conexédo entre os eventos do ciclo celular, a

expressao génica e o reparo do DNA, pois € um dos componentes
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do fator de transcricdo TFIIH que trabalha na transcricdo basal bem

como no reparo por excisao (Araujo SJ et al., 2000).
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Figura 3 — Formacéo dos complexos ciclina
D e CDK4/6 (Adaptado de LaBaer).

A desfosforilacdo dos residuos de treonina-14 e tirosina-15,
por sua vez, ocorre quando a atividade de fosfatases da familia
CDC25 (A, B e C) excede aquela das enzimas com funcao oposta, a

Weel e a Mytl.

3.2.3. A DEGRADACAO DAS CICLINAS

As ciclinas sdo proteinas instaveis, sendo necesséarias apenas
por periodos curtos de tempo (Keyomarsi K, 2002). No caso
especifico das ciclinas D a degradacdo é rapida, assim, sua
concentracdo intracelular cai rapidamente se os fatores de

crescimento forem removidos, 0 que revela uma integracao
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eficiente dos sinais mitogénicos com a maquinaria do ciclo celular.
No processo de degradacao, tanto na transicdo G1-S como nas
fases G2 e mitose, ocorrem eventos de protedlise iniciados pela
adicdo, por meio de ligases, de cadeias de ubiquitina as moléculas
de ciclinas, que sdo entdo degradadas pelo proteassomo 26S. Um
importante sinal para degradacdo, conhecido como box de
destruicdo, €é encontrado em ciclinas mitéticas e em outros
reguladores do ciclo celular. Esse box é formado por nove
aminoacidos e é geralmente localizado 40 a 50 residuos distante do
N terminal (Ciechanover A, 1998).

Considerando seu importante papel no ciclo celular, ndo causa
surpresa o fato de que muitos tumores mostram mutagfes que
levam a expressao continua das ciclinas ou a inativacdo de seus

inibidores (Spruck CH et al., 2002).

3.2.4. CICLINA D1

A presenca da ciclina D1 tem sido demonstrada por
imunoistoquimica no cancer de cabeca e pescoco, e quanto maior
sua expressdo menor a sobrevida dos pacientes, sendo assim
considerada um fator de progndstico por muitos pesquisadores, em
carcinomas de esb6fago, mama, cérvix uterino, coélon, reto e

melanomas (Quon H et al., 2001).
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A proteina ciclina D1, depois que forma complexos com as
proteinas CDK4 e CDK6, tem como principal funcdo fosforilar a
proteina retinoblastoma. Apods sua fosforilacdo, a proteina libera
um fator de transcricdo, o E2F, que leva a célula a progressao da
fase G1 para fase S do ciclo celular. A proteina c-jun, que faz parte
do fator de transcricdo AP-1, tem participacao ativa no ciclo celular,
principalmente durante a transcricdo da fase GO a G1l. O gene
retinoblastoma € um supressor de tumor. Este gene codifica uma

fosfoproteina nuclear, que recebe o mesmo nome.

Essa proteina regula o ciclo celular através de multiplas
funcbes. Também regula outros processos que afetam a

proliferacdo celular, a diferenciacao terminal e a apoptose.

Ciclo celular e seus mecanismos de controle
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CDE2-cicling A \

CDK/Cy/CKI ~ CDR4/CDR6-ciclina D1
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Figura 5 - Representacdo esquematica do ciclo
celular. Em cada ciclo os cromossomos s&o
replicados (fase S ou sintese do DNA) e
segregados para criarem duas células filhas
idénticas (fase M ou mitose). Estes eventos sdo
espacados por intervalos de crescimento e
reorganizacao (fases G1 e G2). As células podem
sair do ciclo ap0s a divisdo e entrar em estado de
quiescéncia (G0). O ciclo celular é regulado por
numerosos complexos CDK-ciclina, como indicado
acima (Adaptado de Collins et al.) e descrito no
texto.
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Em cada ciclo os cromossomos sao replicados (fase S ou
sintese do DNA) e segregados para criarem duas células filhas
idénticas (fase M ou mitose). Estes eventos sdo espacados por
intervalos de crescimento e reorganizacdo (fases G1 e G2). As
células podem sair do ciclo apds a divisdo e entrar em estado de
quiescéncia (GO) (Collins K et al., 1997).

Amplificacdes, e consequente expressao exacerbada da ciclina
D1, foram relatadas em 30 a 50% dos canceres de cabeca e
pescoco e tém sido relacionadas a progressdao do tumor, recidiva,

metastase ou Obito (Michalides R et al., 1995).

Mapeado no braco longo do cromossomo 11, o CCND1
transcreve a ciclina D1. A ativacdo dessa proteina inibe a
transcricdo de varios genes supressores de tumor, como o CDKN2A
e 0 RB1, permitindo, portanto, a progressao do ciclo celular (Gleich

LL et al., 2002).

Segundo Aburad AT (2006), cerca de 12 a 68% dos pacientes
com cancer bucal apresentaram aumento de expressédo de ciclina

D1.

O gene da ciclina D1 (CCND1) codifica a ciclina D1, que é
expressa em resposta a sinais mitogénicos promovendo a transicao
através do ponto de restricdo na fase G1 do ciclo celular (Scherr
CJ, 1994).

Aumento da expressao da ciclina D1 tem sido associado a
aumento de proliferacdo celular (Quelle DE et al., 1993; Musgrove

et al., 1994). A amplificacdo do CCND1 levando a desregulacao de



Revisao de literatura 20

sua expressdo é comum em tumores de cabeca e pescoco

(Callender T et al., 1994; Jares P et al., 1994).

Outros estudos tém demonstrado que a superexpressao de
ciclina D1 esta associada a pior progndstico em cancer primario de
hipofaringe, eséfago e cavidade oral (Masuda M et al., 1995;
Pignatora L et al., 1998; Ishikawa T et al., 1998; Nakashima T et
al., 2000).

Holley et al., em 2001, ao analisarem o polimorfismo do gene
da ciclina D1 em carcinoma escamoso de cabeca e pescoco
concluiram que o gene CCND1 é importante no desenvolvimento do
CEC de cabeca e pescoco e tem potencial tanto como fator
prognostico, como adjuvante no desenvolvimento de terapia célula-
alvo, ao demonstrar a importancia dos alelos CCND1 G/C1722
como marcadores prognosticos independentes em CEC de cabeca e
pescoco.

Em 2005, Pruneri G et al. ao avaliarem o papel das ciclinas,
mormente da ciclina D3, na oncogénese laringea, concluiram que a
imunorreatividade, possivelmente devido a ocorréncia de copias
extras de genes, pode representar um fator prognoéstico adjunto
em CEC laringeo, além de contribuir para identificar as ciclinas tipo

D como potenciais alvos no desenvolvimento de novas terapias.

A superexpressao de ciclina D1 tem sido detectada em 35-
64% dos carcinomas epidermoides de cabeca e pesco¢o (Nagasawa
S, 2001; Callender T, 1994; Jones P, 1994; Michalides R, 1995;
Fracchiolla NS, 1997), com diferencas bastante significativas entre
tumores de sitios distintos; além disso, a superexpressao de ciclina
D1 tem sido relacionada ao desenvolvimento de segundo tumor

primario no trato aerodigestivo superior.
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Ha estudos de autores que tém encontrado correlacdo entre a
expressdo da ciclina D1, recidiva loco-regional e sobrevida em

carcinoma de cabeca e pescoco (Bova RJ, 1999; Mineta H, 2000).

Apenas um numero reduzido de estudos foi direcionado a
investigacdo da importancia clinica da superexpressédo da ciclina
D1, e os dados aferidos sdo dispares entre si. Em estudo
retrospectivo de 102 pacientes, Dong et al. (2001) concluiram que
a superexpressao foi significativamente associada com o sitio e
dimensdes do tumor primario, metéstase linfatica, estadio clinico
avancado e sobrevida global limitada, a analise multivariada
demonstrou ser este um fator preditivo independente de sobrevida

livre de doenca (Fuji M, 2002).

Em 2004, resultados semelhantes foram obtidos por Krecicki
et al., e Bellacosa et al. (1996), que encontraram relacao
significante entre amplificacdo da expressédo da ciclina D1 e

sobrevida global reduzida.

Wang et al., em 1998, desenvolveram  estudo
imunoistoquimico sobre a expressdo de ciclina D1 em 92 pacientes
com carcinoma laringeo, e encontraram niveis elevados naqueles

que evoluiram com recidiva local.

Ao contrario, em 2004, loachim et al. ndo encontraram
diferencas significativas entre risco de recidiva, bem como
sobrevida, em tumores com expressao positiva ou negativa, tanto
em analise univariada como em analise multivariada; entretanto os
niveis de ciclina D1 eram mais elevados no carcinoma invasivo que
nas apresentacdes in situ. Resultados semelhantes foram obtidos

por El-Naggar et al. (1999) e Vielba et al. (2003), embora os



Revisao de literatura 22

primeiros tenham estudado carcinoma de boca e laringe em

conjunto.

De Falco et alli (2004) ao analisarem a expressao subcelular
da ciclina D1, através de Western Blot, descreveram que a ciclina
D1 apresentou vasta distribuicio em tecidos de ratos adultos,
sendo seu nivel de expressdo tecido-dependente. A
imunoistoquimica demonstrou ainda que a ciclina D1 pode estar
presente no citoplasma, no nudcleo ou em ambos os
compartimentos celulares. Expressao citoplasmatica foi observada
tanto em tecidos em proliferacéo (p.ex.: rim, intestino, estbmago e
glandula salivar), como em neurdnios maduros de encéfalo;
enquanto a expressao nuclear foi observada notadamente nos
neurdnios do sistema nervoso embrionario. Os resultados obtidos
por microscopia eletronica indicaram que, em tecidos em que a
cicina D1 foi encontrada nos dois compartimentos (p.ex.:
enterdcitos intestinais), poderia haver migracdo através dos poros
nucleares do nudcleo para o citoplasma e vice-versa.

Conforme De Falco, os achados sugerem que a ciclina D1
pode exercer multiplos papéis especificos por tipo de tecido,
possivelmente interagindo com substratos diferentes, e que este
transito entre nucleo e citoplasma pode auxiliar na manutencao da

homeostase celular.

Segue-se tabela com resultados compilados de estudos de

expressao de ciclina D1.

Tabela 1 — Dados compilados de estudos sobre a expresséo de

ciclina D1 e influéncia sobre metastases linfatica e/ou sobrevida.

Autor, ano HH n HH Método HHAnormalidade Medida m Resultados
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em Ciclina
D1
Callender et al, 32 | Southern 34%
1994 Blot
Meredith etal, 1995 | 56 | Southern 39% Sobrevida Piora com
Blot superexpressao
Bellacosa et al, 51 | Southern 18% Sobrevida Piora com
1996 Blot superexpressao
Masuda et al, 1996 | 42 IHQ 55% Sobrevida Piora
Akervall et al, 1997 | 75 IHQ 12% Sobrevida Piora
Capaccio et al, 96 IHQ 44% Metastase | Mais freqliente
1997 linfatica
Fortin et al, 1997 50 | Southern 20% Sobrevida | N&o houve
Blot correlacéo
Kyomoto et al, 45 IHQ 53% Sobrevida Piora
1997
Michalides et al. 115 IHQ 49% Sobrevida Piora
1997
Muller et al., 1997 || 201 (I Southern 58% Sobrevida | N&ao houve
Blot correlagéo
Pignataro et al., 149 IHQ 32% Sobrevida Piora
1998
Bova et al., 1999 147 IHQ 68% Sobrevida Piora
Gleich et al., 1999 24 | Southern 42% Sobrevida N&o houve
Blot correlagéo
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Okamietal., 1999 | 11 FISH 36%

Gleich et al., 1999 24 | Southern 42% Sobrevida | N&o houve
Blot correlacéo

Koontongkaew et 53 IHQ 40%

al., 2000

Mineta et al., 2000 || 94 IHQ 19% Sobrevida Piora

Nakahara et al., 78 IHQ 36%

2000

As ciclinas sao sintetizadas imediatamente antes de sua
atuacdo no ciclo celular e, apés sua acédo, seus niveis decrescem
abruptamente por ubiquitinacdo (De Falco e Giordano, 1998;
Simone e Giordano, 2001). As ciclinas-D, em particular, funcionam
como sensores do meio extracelular que ligam as vias mitogénicas
a maquinaria do ciclo celular (Ciemerych et al., 2002). Uma vez
induzidas, as ciclinas-D associam-se as CDK4 e CDK6 conduzindo a
fosforilacdo e subsequente inativacdo do gene de supressao
tumoral do retinoblastoma (Mac Lachlan et al., 1995). A
superexpressdo da ciclina D1 contribui para as transformacodes
oncogénicas de células in vitro e in vivo (Fu et al., 2004) e a ciclina
D1 é seletivamente induzida em neurdnios pos-mitdticos em curso

de autdlise (Sumrejkanchanakij et al., 2003).

Segundo Alao JP et al. (2006), a ciclina D1 demonstrou por
abordagens experimentais distintas ser uma proteina
predominantemente citoplasmatica quando avaliada em carcinoma

de mama de diferentes tipos histolégicos. Os dados aferidos



http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1571359#b6#b6
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1571359#b23#b23
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1571359#b5#b5
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1571359#b18#b18
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1571359#b10#b10
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1571359#b24#b24
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suportam ainda que o sequestro citoplasmatico da ciclina D1 pode
resultar da inibicdo de sua importacao nuclear.

Sumrejkanchanakij, 2003; Alt, 2000; Ino, 2001 apud Alao
tém sugerido através dos resultados obtidos em seus estudos que
0 sequestro citoplasmatico da ciclina D1 previne a apoptose em

células nervosas.

Em estudo que investigou a relacdo entre o pleomorfismo do
gene CCND1l A870G e amplificacdo com desenvolvimento e
progressdo de CEC laringeo, considerando as implicagcbes da
localizacdo do tumor e associagcdo com tabagismo, a partir de uma
populacdo de 66 pacientes com cancer laringeo, nao houve relacdo
entre amplificacdo e estadio, grau de diferenciacdo, recidiva ou
sobrevida livre de doenca; entretanto, outro gendtipo (GG870) foi
associado a menor intervalo livre de doenca e sobrevida global
reduzida (Monteiro et al. 2004). Outrossim, esta constitui a
primeira descricao de correlacao entre o polimorfismo e aumento
da suscetibilidade para o desenvolvimento de tumor laringeo na
regido glotica, o que subsidia a teoria da prevaléncia sitio-

especifica das alteracdes genéticas.
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4. Métodos
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4. METODOS

Faz-se mister assinalar que:

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Sdo Marcos - Associacao Piauiense de
Combate ao Cancer (Protocolo de pesquisa n°. 0401/07) (Apéndice

).

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (Protocololo de pesquisa n©. 1070/07)
(Apéndice I1).

O estudo esta em conformidade com os itens 111.3.i e 11.3.t
das Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas
envolvendo Seres Humanos (Resolucao CNS 196/96), bem como as
Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas
Envolvendo Seres Humanos (CIOMS, 1993).

Foram respeitados os principios enunciados na Declaracdo de
Helsinki (World Medical Association, 1996), mantendo-se em sigilo
a identidade dos pacientes, cujos dados foram identificados apenas

pelo niumero de registro no projeto.

Todos os pacientes elegiveis, ou seu representante instituido,
foram previamente esclarecidos e convidados a participar, de modo
voluntario, deste estudo. Foram informados da intencdo da
pesquisa, dos métodos empregados, dos direitos a sigilo e de

excluséo a qualquer tempo.
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O aluno contou com Bolsa de Estudo para Doutorado da
Coordenacao para Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES).

Nao houve durante a elaboracdo do presente estudo, e nos
dois anos anteriores a data de seu inicio, quaisquer relacdes ou

expedientes que incorressem em conflito de interesses.

4.1. CASUISTICA E DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo retrospectivo, coorte longitudinal para a
analise da ocorréncia de metastase linfatica e de sobrevivéncia

global, em pacientes consecutivos.

Foram elegiveis para o estudo, pacientes portadores de
neoplasia localmente avancada de laringe (estadios Il ou 1V),
tratados por cirurgia radical padronizada, a saber, laringectomia
total e esvaziamento cervical seletivo ou radical, no periodo de
1999 a 2004, no Hospital Sdo Marcos — Associacdo Piauiense de

Combate ao Cancer.

O estadio da doenca foi determinado seguindo as
recomendacdes da U.1.C.C. (2004) considerando os dados clinicos,
radiolégicos, anatomopatoldégicos e os achados intra-operatorios

para determinar os parametros T, N e M (Anexo H).

Todos os pacientes, em qualquer estaddio da doenca, foram
submetidos a seguimento ambulatorial por médico-assistente do
servico de Cirurgia de Cabeca e Pesco¢co do Hospital Sdo Marcos —

Associacao Piauiense de Combate ao Cancer.
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Os sujeitos da pesquisa haviam sido submetidos a resseccao
do tumor priméario e esvaziamento cervical. A cirurgia dos
linfonodos cervicais incluiu pacientes que clinicamente néo
apresentavam metastases (NO), submetidos entao a
esvaziamentos cervicais laterais, e pacientes que, por exame fisico
ou subsidiario, apresentavam linfonodos cervicais sob suspeicao de
metastase (N1-3), candidatos estes a esvaziamentos cervicais

radicais modificados ou classicos.

A pesquisa da expressao da ciclina D1 foi realizada em laminas

histoldgicas obtidas do tumor primario.

Em retrospectiva, foram revisados os prontuarios com coleta
de dados clinicos admissionais (Anexo A), coleta de dados do
exame anatomopatolégico da peca cirurgica (Anexo B) e evolucao
pos-operatéria (Anexo C). Os dados de anamnese, exame fisico,
exames laboratoriais, exames radioldgicos, exames endoscoépicos,
descricdo cirurgica, achados intra-operatérios, terapéutica
adjuvante e seguimento foram obtidos da revisdo desses
prontuarios arquivados no servico de prontuarios do Hospital Sdo
Marcos — Associacao Piauiense de Combate ao Cancer. Quando o
paciente havia perdido o seguimento, foi convidado, por contato
telefbnico, a retornar para seguimento adequado na clinica de
origem. Histdria clinica detalhada de todos os pacientes incluidos
na casuistica, em que nao houve perda de seguimento, foi obtida

de arquivo nosolégico uni-institucional.

O estadiamento TNM seguiu rigorosamente a classificacao

orientada pela Unido Internacional de Combate ao Cancer (2004).
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4.2. CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE E EXCLUSAO.

Entre os critérios gerais de inclusdo, considerou-se a
confirmagdo do diagndstico histolégico de carcinoma epidermdide
de laringe no tumor primario, assim como a disponibilidade dos
dados referentes ao tratamento cirdrgico e dados para elucidacao
do estadiamento inicial. Incluiram-se o0os casos que atendiam aos

critérios para classificacdo em estadios 111 ou IV.

Foram excluidos os casos cujos blocos de espécimes
ressecados ndo possuiam mais area de tecido representativa de

carcinoma epidermaoide.

Foram excluidos do estudo os casos que apresentavam uma

ou mais das seguintes situacodes:

e Histdria de tumores prévios

o Terapia prévia (quimioterapia e radioterapia)

o Pacientes cujos dados de prontuario estavam incompletos
o Impossibilidade de definir o estadiamento clinico

e Ocorréncia de tumor sincronico

« Margem cirdrgica comprometida

« Nao consentimento do sujeito da pesquisa ou seu

representante legal apds esclarecimento.

Os casos elegiveis foram separados em dois grupos: (1) com
diagnostico de metastase linfatica confirmado por exame
anatomopatolégico e (2) sem metastase linfatica (auséncia clinica,

radiolégica ou anatomopatoldgica de metastase linfatica).
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4.3. ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

Os exames histopatolégicos dos espécimes ressecados haviam
sido realizados por médico patologista experiente do Departamento
de Patologia do HSM-APCC. A graduacao histolégica foi realizada de
acordo com os critérios propostos por Broders AC (1926). Foram
avaliadas ainda a localizacdo e profundidade de invasdo do tumor
primario, a ocorréncia e o numero de linfonodos comprometidos
por metastase, invasdo angiolinfatica e perineural, infiltrado

inflamatorio perineural e estadiamento TNM (Anexo B).

Os fragmentos do tumor primario emblocados em parafina
foram recuperados no Departamento de Patologia do HSM-APCC e
lAminas com coloracdo de hematoxilina-eosina, referentes a cada
um dos blocos, foram reexaminadas por microscopia Optica, de
forma independente, por dois médicos patologistas do
Departamento de Patologia do HSM-APCC para selecao de material

adequado a analise imunoistoquimica.

4.4. ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

4.4.1. TECNICA DE COLORACAO

Apdés a confirmagdo da presenca de tecido tumoral, pela
analise das laminas com coloracdo por hematoxilina-eosina, foram
obtidos novos cortes de cada um dos blocos para realizacdo de
reacdo de imunoistoquimica com anticorpos anti-ciclina D1, desta
feita no Laboratério de Imunoistoquimica da Consultoria em
Patologia do Dr. Carlos Bacchi. A partir dos blocos de parafina

obtidos no Departamento de Patologia do HSM-APCC, foram
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preparadas laminas contendo cortes de tecido com espessura de 3

pum.

As laminas haviam sido coradas com hematoxilina-eosina
conforme descricAo que se segue: repousaram em alcool a 95%
por 20 minutos, foram lavadas em baixo fluxo de agua corrente,
expostas a hematoxilina por 20 segundos, novamente lavadas em
baixo fluxo de agua corrente e descansaram em cuba com agua
por cinco minutos, a seguir, foram expostas a eosina por 20
segundos, lavadas em agua corrente, passaram entdo por cinco
baterias de alcool a 99,5% para retirar o excesso de corante, e, por

fim, passagem por trés fases de xilol.

A analise imunoistoquimica de ciclina D1 foi processada a
partir de blocos de tecido fixados em formalina-parafina, sendo
utilizada a técnica de peroxidase, método do polimero (ENVISION-
DAKO®), e cortes de 3 pm, submetidos aos anticorpos anti-ciclina
D1 (Neomarkers®) em diluicdo de 1:100. Como controle externo
negativo, foi utilizada lamina, que passou por todas as fases da
reacdo, sem receber o anticorpo primario, e linfonodo com

hiperplasia reacional foi utilizado como controle externo positivo.

4.4.2. TECNICA DE IMUNOMARCACAO DA CICLINA D1

4.4.2.1. SILANIZACAO

Antes de colocar os cortes de tecido, as laminas haviam sido
imersas em cuba contendo acetona durante dois minutos, em
seguida imersas em cuba contendo APTS (Sigma A3648) a 4 % por
dois minutos, novamente, imersas em cuba com acetona por

guatro vezes e, por fim, secadas em estufa.
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4.4.2.2. DESPARAFINIZACAO

As laminas contendo cortes de tecido foram entdo colocadas
em xilol durante 20 minutos, em estufa aquecida a 60 ©°C.
Posteriormente as laminas foram submetidas a banho de xilol frio
por trés vezes com duracdo de um minuto cada banho. Em
sequéncia, as laminas passaram por quatro cubas contendo xilol,
durante cinco minutos cada, passaram por quatro cubas contendo
alcool etilico, repousaram por cinco minutos em uma cuba
contendo tampao PBS, foram submetidas a duas cubas contendo
PBS com H,0, 3% _ cinco minutos cada, e, por fim, passaram por
uma cuba contendo PBS para, posteriormente, iniciar a

recuperacao antigénica.

4.4.2.3. RECUPERACAO ANTIGENICA, REACAO COM
ANTICORPOS PRIMARIO E SECUNDARIO,
E CONTRACOLORACAO.

As laminas foram posicionadas em suportes contendo tampao
Trizma® 0,61% pH 10.00 (Trizma Base T 1503® — Sigma).
Colocou-se a cuba no vaporizador e incubou-se durante 40
minutos, apds estar aquecido. Ao término do tempo pré-
determinado, foi mantida em temperatura ambiente por
aproximadamente 20 minutos. Apos este periodo, retiraram-se as
laminas da cuba contendo Trizma®, foram colocadas nas bandejas
e gotejou-se PBS sobre as laminas. O excesso de PBS foi retirado e
instilado o anticorpo primario Cyclin-D1 (clone SP4) Neomarkers®,
diluido em 1:100, a seguir manteve-se em incubag¢do por toda a
noite a 4 - 8 °C.
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Conforme procedimento padronizado, seguiu-se:

As laminas expostas ao PBS foram lavadas com Tween,
aspirou-se o excesso de PBS e foi instilado o anticorpo secundério
Envision Rabbit® (Ref. K4003-Dako®). Em temperatura ambiente,
foram entdo encubadas por 45 minutos. As laminas impregnadas
por PBS foram novamente lavadas com Tween®, o excesso de PBS
foi aspirado, e em seguida foi instilado o DAB (Diaminobenzidine
tetra-hydrochloride — Ref. D-5637 — Sigma®). O DAB empregado
nas amostras foi preparado utilizando-se 10 ml de Trizma®, 10 mg
de cromdégeno DAB e 0,2 ml de H,02 10%. As Iaminas, apods terem
recebido o DAB, foram incubadas durante cinco minutos; em
seguida, foram lavadas abundantemente com agua destilada,
contracoradas com hematoxilina, destacadas em agua amoniacal,
desidratadas em seis cubas com alcool etilico absoluto, passadas
em trés cubas contendo xilol e, por ultimo, montadas com resina

Permount®.

4.4.3. ANALISE SEMIQUANTITATIVA DA IMUNOEXPRESSAO
CITOPLASMATICA DA CICLINA D1.

A analise semiquantitativa teve como parametros a intensidade e
a quantidade da coloracdo na regidao considerada mais
representativa da reagdo de imunoistoquimica (hot spot). A
intensidade da coloracdo foi classificada em ausente, moderada
(valor 1) e intensa (valor 2). O numero de células com expressao
citoplasmatica foi classificado em ausente, abaixo de 10% (valor
1), entre 10 e 50% de expressao (valor 2) e além de 50% (valor 3)

(Perez RO, 2006).
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Associando os dois resultados, a classificacdo seguiu a ordem
seguinte: negativo quando ndo houve células coradas; positivo 1
(+) quando houve células ocasionais positivas independente de sua
intensidade; positivo 2 (++) quando houve até 10% das células
coradas com intensidade moderada; positivo 3 (+++) quando
houve até 10% das células coradas com intensidade elevada (valor
2) ou até 50% das células coradas com intensidade moderada ou
alta, ou ainda, mais que 50% das células coradas em intensidade
moderada; e positivo 4 (++++) quando mais de 50% de

expressao citoplasmética de alta intensidade (Perez RO, 2006).

Tabela 2 - Dados quantitativos e qualitativos para avaliacao

semiquantitativa da imunoexpressao de ciclina D1.

Fracdo de células Intensidade de coloracgéo

Ausente Moderada Alta
Nenhuma Negativo Negativo Negativo
Ocasionais Negativo Positivo 1 Positivo 2
Até 10% Negativo Positivo 2 Positivo 3
10 a 50% Negativo Positivo 3 Positivo 3
> 50% Negativo Positivo 3 Positivo 4

Legenda: grafia sem destaque — baixa expressdo; grafia em negrito — alta

expressao.
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Conforme a classificacao discriminada, considerou-se
superexpressao da ciclina D1 apenas os casos classificados como
positivo 3 e positivo 4; outrossim, a expressao baixa foi
considerada quando os casos foram classificados em positivo 1 ou

positivo 2.

4.4.4. QUANTIFICACAO DIGITAL DA IMUNOEXPRESSAO
NUCLEAR E CITOPLASMATICA DA CICLINA D1.

Para a captura digital da imagem dos campos microscoépicos, em
aumento de 400x, foram realizadas fotomicrografias de 640 x 480
pixels, em 20 campos consecutivos e ndo coincidentes por lamina,
com camera digital (Stabenow E, 2006).

Para a contagem das células coradas utilizou-se o sistema de
processamento e andlise digital de imagem Imagelab®, verséo 2.3,
calibrado para utilizar a escala em micrometro, desenvolvido pela
Softium® Informatica Ltda., ambientado no sistema operacional
Windows® 98 SE, e disponibilizado pelo programa de poés-
graduacdo em Clinica Ginecoldégica da Universidade Federal do
Piaui. Para tal, utilizou-se um microscopio de luz Nikon Eclipse
E400® com objetivas de 4 a 100x e oculares de 10x, perfazendo
aumentos de 40 a 1000x, acoplado a uma videocamera digital
Samsung® modelo SCC-131 que, ao captar a imagem por meio do
modo video capture, transferia a imagem para o software
Imagelab®, no qual se procedeu a avaliacdo das laminas.

O microcomputador utilizado na contagem apresentava as
seguintes configuracdes: placa-méae INTEL® Pentium® IV 3.2 GHz,
processador de 512 MB, 80 GB de memodria RAM com placa

digitalizadora.
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O menor aumento permitido pelo microscopio (40x) foi
utilizado para selecionar as areas de maiores concentragcfes de
células coradas (hot spots). Selecionada a area em cada caso,
procedeu-se a contagem das células coradas em um aumento de
400x, em um total de 1000 células contadas por lamina.

Para a quantificacdo da imunoexpressao foi realizado o calculo
do indice de positividade (IP) das expressées nuclear e

citoplasmatica da ciclina D1.

4.4.4.1 CALCULO DO INDICE DE POSITIVIDADE (IP).

As células malignas com citoplasma positivo e negativo foram
manualmente indicadas em cada fotomicrografia digital. A
contagem parcial e total foi simultaneamente realizada pelo
programa Imagelab® com a analise de 1000 células malignas por
caso. Assim determinou-se o0 total de imagens que foram
analisadas em cada caso e o indice de positividade (IP)

citoplasmatico segundo a equacao (Gundersen HJ et al., 1988):

IP = numero de células malignas com citoplasma positivo x 100

numero total de células malignas contadas [90]

Para o célculo do IP nuclear da ciclina D1, o mesmo expediente
foi empregado.

Os ndcleos positivos para a ciclina também foram marcados
manualmente, nas mesmas fotomicrografias usadas para avaliacao
do IP citoplasméatico, e contados de maneira semelhante. O IP

nuclear foi calculado segundo a equacao abaixo:

IP = numero de células malignas com nucleo positivo x 100

nuamero total de células malignas contadas [96]
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l';.? Imagelab 2000

\NOLETO\10C1.BMP

Figura 6 — Demonstracdo do uso do Imagelab® na
identificacdo manual de nucleos positivos (pontos brancos)
e nudcleos negativos (pontos pretos) para o calculo do IP

nuclear para ciclina D1.
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4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram organizados e tabulados em planilhas
do programa Excel ambientado em Windows XP (Microsoft®).

Para a andlise estatistica, os dados foram processados e
analisados com o auxilio do programa BioEstat 4.0.

A escolha das medidas de tendéncia central e dispersdo dos
valores que compdéem as amostras baseou-se nos tipos de
distribuicdo: paramétricas ou ndo paramétricas.

Os valores obtidos pelo estudo de cada variavel continua de
distribuicdo paramétrica foram organizados e descritos através da
média e do desvio padrdo, para as nao paramétricas foram
utilizadas a mediana e amplitude interquartis. Para as
categorizadas utilizaram-se frequéncias absolutas e relativas
(Stabenow E, 2006).

A comparacdo das medianas, em populacbes nao
parametricas, foi feita pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-
Wallis.

A correlacdo entre dois parametros foi calculada usando o
coeficiente de correlacdo de Pearson.

O tempo de sobrevida foi avaliado usando o método de
Kaplan-Meier e o teste de Breslow foi utilizado para acessar a
significancia das variaveis de prognéstico. As mortes que néao
foram decorrentes do tumor primario, ou suas metastases, nao
foram consideradas como falha de tratamento e sim como
observacdes censuradas.

Adotou-se o valor de significancia estatistica menor ou igual a
5%.
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5. RESULTADOS




Resultados 41

5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS DESCRITIVOS RELATIVOS A CASUISTICA

Ante o0s 49 pacientes de uma amostra inicial, a
disponibilidade dos blocos de parafina contendo adequado tecido
tumoral representativo de CEC laringeo somente foi possivel em 47

(100%).

A formacdo do grupo (1) ocorreu até a completude de 19
(40,2%) casos com metastase linfatica oriunda de carcinoma
epidermoide de laringe. O grupo (2) foi formado por 28 (59,8%)
casos sem metastase linfatica, ajustados pela data da operacao
para abranger o mesmo periodo de recrutamento do grupo caso,

perfazendo uma casuistica de 47 (100%) individuos.

As caracteristicas epidemioldgicas e clinicas pré-operatoérias

dos pacientes estdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da

casuistica.
Variaveis n
Idade
>55 42 (89,3%)
<55 5 (10,6%)
Média de idade o4 140
anos
Sexo
Masculino 43 (91,4%)

Feminino 4 (8,5%)
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Tabagismo
Sim 45 (95,7%)
N&o 2 (4,2%)
Sintomas
Disfonia 47 (100%)
Dispnéia 31 (65,9%)
Perda ponderal 28 (59,5%)
Tempo de sintomas 4619
meses

O estadiamento TNM (UICC) foi avaliado no atendimento
inicial do paciente e ap0s conclusdo de estudo anatomopatoldgico,

conforme segue transcrito em tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Distribuicdo dos tumores

segundo o estadio clinico.

Estadio n

i 26 (55,4%)

v 21 (44,6%)

Tabela 5 - Distribuicdo dos tumores

segundo o estadio anatomopatoldgico.

Estadiamento UICC N

i 18 (18,2%)

v 29 (61,7%)
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Os procedimentos cirdrgicos realizados nos 47 (100%)
pacientes estudados incluiram laringectomia total e esvaziamento
cervical seletivo (niveis II, Il e 1V) unilateral em 31 (65,9%)
pacientes, laringectomia total e esvaziamento cervical seletivo
bilateral em 2 (4,2%) pacientes, laringectomia total e
esvaziamento cervical radical classico em 9 (19,1%) pacientes,
laringectomia total e esvaziamento cervical radical modificado em 4
(8,4%), e laringectomia total em 1 (2,1%) paciente. Em 3 (6,3%)
pacientes a resseccdo do tumor primario envolveu a ressec¢ao de
glandula tiredide por suspeita de invasao por contiguidade.

As caracteristicas anatomopatolégicas dos  tumores

ressecados seguem compiladas na Tabela 6.

Tabela 6 - Caracteristicas anatomopatolégicas do

carcinoma epidermoide da populacdo estudada.

Variaveis n

Grau de diferenciagcao (Broders)

G1 24 (51%)
G2 12 (25,5%)
G3 11 (23,4%)

Metastase linfatica

NO 28 (59,5%)

N1-3 19 (40,4%)

Invaséo perineural 28 (59,5%)
Invaséo vascular 2 (4,2%)

Foram observados 7 (14,8%) 6bitos em decorréncia de recidiva local,
recidiva loco-regional ou metastase, e nenhum obito por outras causas foi

verificado.
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Tabela 7 - Evolucdo dos pacientes segundo estadio

anatomopatologico.

Estadio Obito por cancer Cancer laringeo Total
de laringe controlado
I 2 (4,2%) 16 (34%) 18 (38,2%)
v 5 (10,6%) 24 (51%) 29 (61,7%)
Parametros Resultados
Tabela de contigéncia 2x2
Qui-quadrado de Pearson 5,31
Graus de liberdade 2
P 0,07

Quando realizada a andlise de associacdo entre o grau de
diferenciacdo do tumor e a ocorréncia de metastase linfatica, houve
associacao estatisticamente significante entre grau de diferenciacao
G1l e auséncia de ocorréncia de metastase linfatica (p = 0,05),

conforme apresentado na tabela 8.

Pacientes com grau de diferenciacdo G2 ou G3 apresentaram
risco relativo de desenvolver metastase linfatica de 2,0 (1C95%:

1,0 — 4,2) vezes o risco daqueles com grau de diferenciacao G1.
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Tabela 8 — Associacdo entre grau de diferenciacdo histoldgica e

ocorréncia de metastase linfatica.

dif(Srr;lr:Ic?aec;éo NO N1-3 Total
G1 18 (38,2%) 6 (12,7%) 24 (51%)
G2 5 (10,6%) 7 (14,8%) 12 (25,5%)
G3 5 (10,6%) 6 (12,7%) 11(23,4%)
TOTAL 28 (59,5%) | 19 (40,4%) | 47 (100%)

5.2. RESULTADOS

RELATIVOS A

TECNICA

IMUNOMARCACAO CELULAR POR CICLINA D1.

DE

As imagens obtidas por microscopia de laminas coradas com
hematoxilina-eosina, bem como representativas da imunorreacao,

tanto nuclear, como citoplasmatica, da ciclina D1, seguem

representadas nas figuras subsequentes. Nao foi observada

expressao nucleolar em nenhum dos casos avaliados.



Resultados 46

Figura 7 - Fotomicrografia de lamina corada por
hematoxilina-eosina em aumento de 400x. Confirmacdo de
carcinoma epidermoide pouco diferenciado em espécime de

tumor primario de laringe.
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Figura 8 - Fotomicrografia de lamina corada por

imunoistoquimica para ciclina D1 em aumento de 100x.

Imunorreacao citoplasmatica em destaque.
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Figura 9 - Fotomicrografia de lamina corada por

imunoistoquimica para ciclina D1 em aumento de 200x.
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Figura 10 - Fotomicrografia de lamina corada por

imunoistoquimica para ciclina D1 em aumento de 400x.
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Figura 11 - Fotomicrografia de lamina corada por

imunoistoquimica para ciclina D1 em aumento de 400x.

Destaque para a imunorreacado nuclear e citoplasmatica.
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5.3. RESULTADOS RELATIVOS A ANALISE
SEMIQUANTITATIVA DA IMUNOEXPRESSAO
CITOPLASMATICA DA CICLINA D1.

Tabela 9 — Analise semiquantitativa da imunoexpressao

citoplasmatica de ciclina D1 comparada a presenca de metastase

linfatica.
Expresséao de ciclina NO N1-3 Total
D1
0 20(42,5%) |12(25,5%) |32 (68%)
<10% 5 (10,6%) |7 (14,8%) | 12(25,5%)
10-50% 2 (4,2%) 0 2 (4,2%)
>50% 1 (2,1%) 0 1 (2,1%)
Total 28(59,5%) | 19(40,4%) | 47(100%)

Variaveis Resultados
Tabela de contigéncia 4x2
Qui-quadrado de Pearson 0,355
Grau de liberdade 1

P 0,551
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O tempo médio de seguimento foi de 708,47 (£ 587,72) dias
imunoexpressao citoplasmatica por analise
e 634,13 (= 735,52) dias em

em pacientes sem
semiquantitativa (Anexo F),
pacientes com superexpressao citoplasmatica de ciclina D1 por

analise semiquantitativa (Anexo G).

Tabela 10 — Ocorréncia de Obito pela doenca comparada a
superexpressao citoplasmatica de ciclina D1 em analise
semiquantitativa. N representa comprometimento linfatico.
Ciclina D1 (-) | Ciclina D1(+) Total
Obito 3 (6,3%) 4 (8,5%) 7 (14,8%)
(3 N+) (4 N+)
N&o 6bito 29 (61,7%) | 11 (23,4%) | 40 (85,1%)
(15 N+/ 14 NO) (6 N+/ 5NO)
Total 32 (68%0) 15 (31,9%) 47 (100%0)
Variaveis Resultados
Tabela de contigéncia 2x2
Qui-quadrado de Pearson 2,409
Graus de liberdade 1
P 0,12
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Figura 12 — Grafico de sobrevivéncia global (barra azul) e intervalo
de confianca de 95% (barras vermelhas) dos casos que
apresentaram imunoexpressao citoplasmatica de ciclina D1 por

avaliagao semiquantitativa (Anexo F) (Breslow; p=0,084).

Figura 13 - Grafico de sobrevivéncia global (barra azul) e intervalo
de confianca de 95% (barras vermelhas) dos casos que néao
apresentaram imunoexpressao citoplasmatica de ciclina D1 por

avaliacado semiquantitativa (Anexo G) (Breslow; p=0,084).
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5.4. RESULTADOS RELATIVOS A ANALISE QUANTITATIVA
DIGITAL DA IMUNOEXPRESSAO NUCLEAR E
CITOPLASMATICA DA CICLINA D1.

Todos o0s 47 (100%) casos analisados apresentaram
marcacao positiva para a ciclina D1 no nudcleo, enquanto que
apenas 29 (61,7%) apresentaram pelo menos uma célula com

citoplasma positivo em 1000 analisadas (Anexo E).

Houve imunomarcacdo citoplasmatica em 566 (1,2%)
células, imunomarcacdo nuclear em 13788 (29,6%) células, a
relacdo do IPc e IPn foi de 0,007 (0,7%), auséncia de
imunomarcacao celular foi observada em 32210 (69,1%) células,

perfazendo um total de 46554 (100%) células investigadas.

Os indices de positividade no nucleo e no citoplasma para a
ciclina D1 de acordo com a ocorréncia de metastase linfatica estdo
apresentados na tabela 11 e representados graficamente na figura
14.

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
indices de positividade para ciclina D1 de individuos com e sem

metastase linfatica tanto no citoplasma como no nucleo.
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Tabela 11 — Indices de positividade nuclear e citoplasmatica em
pacientes sem e com metéastase linfatica cervical a partir de
carcinoma epidermodide primario de laringe. Dados apresentados

como mediana (p25 — p75).

Indice de NO N1-3 Total
Positividade (n =28) (n=19) P (n=47)

No Nucleo 26,8 (9,7 — 46,9) 26,7 (16,7 — 39,0) 0,9 26,7 (14,8 —-44,9)
No Citoplasma 0,1 (0,0 -0,3) 0,3 (0,0-1,0) 0,17 0,2 (0,0 - 0,6)

N representa auséncia (NO) ou presenca (N1-3) de

comprometimento linfatico.
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Figura 14 - Gréafico de barras de erros representando as meédias e
respectivos intervalos de confianca de 95% dos indices de
positividade para ciclina D1 no nucleo e no citoplasma de
individuos com (verde; n = 19) e sem (azul; n = 28) metastase
linfatica. Valores de p obtidos do teste ndo paramétrico U de
Mann-Whitney.
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Os indices de positividade no nucleo e no citoplasma para a
ciclina D1, comparados com os graus de diferenciacdo histoldgica,
estdo apresentados na tabela 12 e representados graficamente na
figura 15.

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
indices de positividade para ciclina D1 de individuos e graus de

diferenciacdo histoldgica, tanto no citoplasma, como no nucleo.

Tabela 12 — Comparacdo dos indices de positividade para ciclina
D1 no citoplasma e no nucleo de tumores de acordo com o grau de
diferenciacdo histologica. Dados apresentados como mediana (p25
— p75).

Grau de Diferenciagao Histoldgica

Indice de G1 G2 G3
Positividade (n=24) (n=12) (n=11) p
No Ndcleo 36,0 (10,6 — 48,0) 18,2 (6,2 —-25,6) 30,2 (20,6 — 44,9) 0,11

No Citoplasma 0,1 (0,0 -0,3) 0,1 (0,0-1,2) 0,2((0,1-1,9 0,16




-
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Figura 15 - Gréafico de barras de erros

representando as médias e respectivos intervalos de
confianca de 95% dos indices de positividade para
ciclina D1 no ndcleo e no citoplasma de individuos e
comparacao com grau de diferenciacao
histopatoldgica (G1, G2 e G3). Valores de p obtidos
do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Os indices de positividade no nucleo e no citoplasma para a
ciclina D1, comparados com a recidiva loco-regional e metéstase
hematogéncica, estdo apresentados na tabela 13 e representados
graficamente na figura 16.

Ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
indices de positividade para ciclina D1 de individuos e a ocorréncia
de recidiva loco-regional e/ou metastase hematogénica, tanto no

citoplasma, como no nudcleo.

Tabela 13 — Comparacado dos indices de positividade para ciclina
D1 no citoplasma e no nudcleo de tumores que evoluiram, e que nao
evoluiram, com recidiva  loco-regional e/ou metastase
hematogénica. Dados apresentados como mediana (p25 — p75).

Recidiva Loco-Regional e/ou

Metastase hematogénica

Indice de Sim N&o Total
Positividade (n=12) (n =35) p (n=47)
No Nucleo 28,9 (12,2 -52,4) 14,8 (24,6 —40,4) 0,5 26,7 (14,8 —44,9)

No Citoplasma 0,5 (0,0 — 2,2) 0,1 (0,0 — 0,3) 0,08 0,2 (0,0-0,6)
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Figura 16 - Grafico de barras de erros representando
as médias e respectivos intervalos de confianca de
95% dos indices de positividade para ciclina D1 no
nucleo e no citoplasma de individuos e comparacao
com recidiva loco-regional e metastase hematogénica.
Valores de p obtidos do teste ndo paramétrico U de
Mann-Whitney.
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6. DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

Apesar dos avancos recentes alcancados no tratamento
cirirgico e na radioterapia, falhas no controle oncolégico de
pacientes com carcinoma epidermdide de laringe continuam a

ocorrer.

Mesmo quando sao analisados pacientes e tumores que
apresentam caracteristicas clinicas e patoldogicas similares, sao

observadas evolucdes clinicas distintas.

A aparente ineficiéncia, ou incompletude, dos fatores
prognosticos tradicionais em predizer a evolugdo clinica de
pacientes com carcinoma epidermdéide laringeo tem levado a
tentativas em desenvolver marcadores adicionais capazes de
distinguir pacientes com bom progndstico daqueles com maior

probabilidade de descontrole da doenca.

Alguns estudos tém demonstrado a relagcdo entre oncogénese
e alteracbes de expressdo das ciclinas, quinases dependentes de
ciclinas e inibidores das quinases dependentes de ciclinas, mas os
dados disponiveis concernentes ao carcinoma epidermodide de

laringe sédo conflituosos (Dong, 2000; Fuji, 2001; loachim, 2004).

Novos fatores prognésticos, como a expressao de reguladores
do ciclo celular, tém sido investigados na tentativa de melhorar a
acuracia em predizer o comportamento biolégico desses tumores
(Michaluart, 2005), ja que transformacdes malignas podem ocorrer
como resultado de alteracbes de genes, ciclinas e inibidores de
quinases dependentes de ciclina que influenciam diretamente no

controle das mitoses e do ciclo celular.
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Multiplas anormalidades genéticas descritas estao
relacionadas aos canceres de cabeca e pescogco e, mormente,
laringe (Michaluart P, 1999).

O numero exato e o tipo de anormalidade diferem de tumor
para tumor, resultando em diferentes fenotipos. A este fato, vem
acrescida a heterogeneidade genética observada, tornando
praticamente impossivel a utilizacdo de dados moleculares em
genes uUnicos na caracterizacdo da doenca e na identificacdo de
marcadores moleculares.

Apesar dos conhecimentos que tém sido gerados nos ultimos
anos sobre os mecanismos que conduzem uma célula a duplicacédo
e a segregacao de seu material genético para as células filhas,
ainda existem muitas questbes a serem respondidas. Algumas
dessas questbes referem-se aos reguladores da citocinese, a
identidade e ao modo de agcdo dos sensores de lesbes do DNA e a
sua ligacdo com os efetores e aos sitios de fosforilacdo de varios
substratos.

Os marcadores tumorais identificados até o momento tém
aplicacao clinica limitada. Nao apenas a diversidade observada no
comportamento biolégico dos tumores, em diferentes subsitios
anatdbmicos e em diferentes estadiamentos, mas também a
diversidade encontrada nos pacientes explica a dificuldade para
que sejam identificados marcadores tumorais fidedignos quanto ao
prognéstico individual. Na laringe, a descoberta de marcadores de
radio e quimiossensibilidade tera grande importancia para a
indicacdo de preservacdo deste orgdo tdo nobre (Cervantes O,
2004).

Levando-se em consideracdo o numero de pessoas expostas
ao tabaco e ao alcool, existem poucos casos de cancer de cabeca e
pescoco. Isto sugere que os fatores genéticos sdo importantes para

o desenvolvimento da doenca.
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Estudos recentes tentam correlacionar alteracdes genéticas a
uma maior susceptibilidade ao aparecimento do cancer na laringe,
bem como ao prognéstico destes pacientes. Os possiveis
marcadores tumorais estdo relacionados as altera¢gdes funcionais
no nivel celular (Cervantes O, 2004).

A identificacdo de marcadores relacionados ao risco de
disseminacdo regional e a distancia, seria de grande auxilio no
planejamento terapéutico. Além disso, podem proporcionar uma
melhor compreensdo da doenca e o consequente desenvolvimento
de novas terapias.

H& evidéncias que a atividade alterada das ciclinas e CDK
apresenta papel decisivo na patogénese do carcinoma epidermoide
em cabeca e pescoc¢o e, portanto, podem servir a programacao de
terapias célula-alvo e outras abordagens terapéuticas (Nakashima,
2000; Holley, 2001; Pruneri, 2005).

Quanto ao modelo de estudo, os métodos de quantificacdo
podem incluir a contagem simples de células, medi¢cdo quantitativa
e qualitativa da reacao e, até mesmo, o emprego de mensuracao
computadorizada (Seidal, 2001; Stabenow, 2006). Qualquer que
seja a metodologia empregada, ha a imperiosa necessidade de
padronizacdo da quantificacdo para permitir a reprodutibilidade e
pareamento adequado dos resultados.

Algumas variaveis podem interferir na reacdo ou resultado da
reacdo imunoistoquimica e devem ser reconhecidas para se
compreender a validade dos métodos de mensuracdo. Algumas
variaveis podem ser consideradas modificaveis ou extrinsecas e
incluem a diluicdo, o clone do anticorpo, o método de deteccdo da
coloracdo e cromdégeno, recuperacdo antigénica e interpretacdo de
resultados. Este aumento da sensibilidade deve ser interpretado
com cuidado, pois com isto, quase qualquer antigeno pode ser

detectado em qualquer tecido, e, portanto, a diferenciacdo do que é
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positivo e negativo deve ter sua sensibilidade também incrementada
(Rishi, 1993).

Neste aspecto diversos tipos de enzimas proteoliticas tém sido
empregados pelos laboratérios com objetivo de evitar o efeito da
formalina nestes tecidos. Nao somente variam os tipos de enzimas,
bem como as concentracbes e temperaturas recomendadas sao
fatores que interferem de maneira significativa no resultado da
reacdo imunoistoquimica (Fetsh, 1999).

A recuperacdo antigénica também é influenciada por grande
variedade de técnicas, principalmente no que diz respeito a exatidao
da temperatura e o tempo de aquecimento que podem levar a
resultados significativamente diferentes.

Aspectos fisico-quimicos como a osmolaridade e pH da solucéao
também devem ser considerados na analise final (Fetsh, 1999).

Isto posto, torna-se mandatéria a realizacdo de estudo
imunoistoquimico em condi¢cdes técnicas padronizadas.

Ante estas consideragdes, no presente estudo, os detalhes
técnicos da reacdo foram padronizados e a casuistica foi analisada
de forma agrupada com o intuito de minimizar a interferéncia das
variantes citadas.

Ha, no entanto, uma variavel inconstante que € a propria
interpretacdo do observador. A auséncia de padronizacdo na
interpretacdo de resultados tem levado a variacdes expressivas
entre o0s estudos prejudicando de maneira significativa a
interpretacédo destes estudos.

Quanto a analise qualitativa ndo ha consenso sobre a regiao
do tumor a ser pesquisada: periferia ou central, area invasiva ou
carcinoma in situ, areas aleatOrias ou areas consideradas mais
representativas. Além disso, a localizag&o intracelular deve também

ser considerada ja que a coloracdo de alguns antigenos no nucleo
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nao tem o mesmo significado de seu encontro no citoplasma (De

Falco, 2004).

A anédlise semiquantitativa da ciclina D1 revelou expressdo em
15 (31,9%) pacientes da amostra estando de acordo com o0s
resultados publicados que variam entre 12 e 68%, embora estes

por metodologias distintas de leitura da imunoistoquimica.

A literatura sobre cancer e ciclina D1 avalia a presenca da
ciclina através da contagem de nucleos marcados por grupo de
células neoplasicas, que geralmente variam entre 500 e 1000
células, em percentuais. Por este método o pesquisador procede a
contagem de um total de células neoplasicas, independente de
estarem marcadas ou nao, e a seguir, recontar as células que
expressam a proteina, calculando o percentual. A escolha do ponto
de corte, para separar a expressao positiva da negativa da ciclina
D1, é arbitraria. Han et al., consideram a positividade quando
ocorrer mais de 5% de nucleos marcados. Ravi et al., Itami et al. e
Capaccio et al., consideram a expressado da ciclina D1 significante
quando presente em mais de 10% das células tumorais. EI-Naggar
et al. consideram valores superiores a 50% como uma
superexpressao desta proteina. Mineta et al. consideram valores
entre 0-50% de baixa expressdo e acima de 50% de alta
expressao. Schoelch et al. utilizam o escore negativo quando néao
ha expressao, + para até 33% de expressao, ++ entre 33 e 66% e

+++ acima de 66% de expressao da proteina nas células tumorais.

Na literatura, a associacao entre a expresséao da ciclina D1 e a

presenca de metastase cervical € ambigua.

Os resultados do presente estudo concordam com os obtidos

por Han et al., Michalides et al. e Bellacosa et al.
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Os trabalhos de Frachiolla, Itami, Masuda, Tapia et al.,
Capaccio et al. e Mineta et al., entretanto, demonstraram que a

ciclina D1 esta associada a presenca de metastase cervical.

Os resultados sdo contraditérios e os motivos podem ser:
diferencas de expressdo da ciclina D1 nos diferentes 6rgaos, o
estado da peca ciruargica, como emblocamento e tempo no formal
até ser fixado, o ponto de corte para definir o que é superexpressao
da proteina e uma metodologia padrdo de leitura evitando

subjetividade na interpretacédo (Michaelses VS, 2007).

A curva de sobrevida dos 47 pacientes da amostra demonstra
que o0s pacientes positivos para ciclina D1 apresentam uma
tendéncia de menor sobrevida que os pacientes negativos, embora

nao tenha um marcado significado estatistico.

Neste estudo a presenca de metastase cervical foi significativa
para diminuir a sobrevida, enquanto que a ciclina D1 nao teve a
mesma significAncia estatistica, mostrando apenas uma tendéncia
de que os pacientes com maior expressao da ciclina tiveram pior

sobrevida global.

Os resultados obtidos no presente estudo assemelham-se aos
descritos por De Falco et alli (2004) em que a ciclina D1 mostrou-
se presente no citoplasma, no ndcleo ou em ambos os
compartimentos celulares.

Segundo Alao JP et al. (2006), em casuistica de carcinoma
de mama, a ciclina D1 demonstrou por abordagens experimentais

distintas ser uma proteina predominantemente citoplasmatica.



Discussao 68

No presente estudo, os indices de positividade aferidos em
nudcleo (26,7 (14,8 — 44,9)) e citoplasma (0,2 (0,0 — 0,6)),
demonstram claramente que houve expressao nestes
compartimentos celulares, mas com predominio da
imunoexpressdo nuclear em detrimento da imunoexpressao

citoplasmatica, e auséncia de reacao nucleolar.

Em estudo retrospectivo de 102 pacientes, Dong et al. (2001)
concluiram que a superexpressao foi significativamente associada
com o sitio e dimensfes do tumor primario, metastase linfatica,
estadio clinico avancado e sobrevida global limitada, a analise
multivariada demonstrou ser este um fator preditivo independente

de sobrevida livre de doenca (Fuji M, 2002).

Nao foi observada diferenca estatisticamente significante
entre os indices de positividade nuclear da ciclina D1 em casos em
que havia metéastase linfatica e naqueles em que néo foi observada
disseminacéo linfatica cervical (p=0,9), nem tampouco os indices
de positividade citoplasmatica guardaram significancia estatistica
(p=0,17). Estes dados aferidos no corrente estudo contrariam as
conclusbes dos autores citados anteriormente e aproximam-se
daquelas encontradas por loachim et al. (2004) que néao
encontraram diferencas significativas entre risco de recidiva, bem
como sobrevida, em tumores com expressao positiva ou negativa,
tanto em analise univariada como em analise multivariada; além
disso, resultados semelhantes foram obtidos por El-Naggar et al.
(1999) e Vielba et al. (2003), embora os primeiros tenham

estudado carcinoma de boca e laringe em conjunto.

Nado houve diferenca estatisticamente significante entre os
indices de positividade para ciclina D1 na casuistica investigada e
graus de diferenciacdo histologica, tanto no citoplasma (p=0,16),

como no nucleo (p=0,11). Assemelham-se aos resultados obtidos
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por Monteiro et al. (2004), em estudo que investigou a relacao
entre o pleomorfismo do gene CCND1 A870G e amplificagdo com
desenvolvimento e progressdo de CEC laringeo, a partir de uma
populacdo de 66 pacientes com cancer laringeo, em que ndo houve
relacdo entre amplificacdo e estadio, grau de diferenciacéo,

recidiva ou sobrevida livre de doenca.

Krecicki et al. (2004) e Bellacosa et al. (1996), encontraram
relacdo significante entre superexpressao da ciclina D1 e sobrevida
global reduzida. Wang et al., em 1998, desenvolveram estudo
imunoistoquimico sobre a expressao de ciclina D1 em 92 pacientes
com carcinoma laringeo, e encontraram niveis elevados naqueles
que evoluiram com recidiva local; entretanto, no presente estudo,
nao houve diferenca estatisticamente significante entre os indices
de positividade para ciclina D1 de individuos e a ocorréncia de
recidiva loco-regional e/ou metastase hematogénica, tanto no
citoplasma (p=0,08), como no nucleo (0,5); assim como a
sobrevivéncia global entre a populacdo estudada que apresentou
superexpressao citoplasmatica nao diferiu significantemente
daquela em que ndo foi observada expressao citoplasmatica
(p=0,084).
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7. CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Com base na metodologia empregada e nos resultados

obtidos, é possivel concluir que:

7.1.

7.1.1.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

CONCLUSAO PRINCIPAL

A analise quantitativa digital da expressao nuclear e
citoplasmatica do imunomarcador ciclina D1 néao
demonstrou risco relativo pronunciado de
desenvolvimento de metastase linfatica cervical em

carcinoma epidermoide de laringe.

CONCLUSOES SECUNDARIAS

A andlise quantitativa digital da expressdo nuclear e
citoplasmatica do imunomarcador ciclina D1 néao
apresentou associacao estatisticamente significante com
os graus de diferenciacdo histolégica em carcinoma

epidermoide de laringe.

A andlise quantitativa digital da expressdo nuclear e
citoplasmética do imunomarcador ciclina D1 néo
apresentou relevancia estatistica comparada com a
ocorréncia de recidiva loco-regional e metastase

hematogénica.



7.2.3.
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A superexpressdo citoplasmatica da ciclina D1,
comparada a auséncia de imunoexpressado, apresentou
tendéncia negativa quanto a sobrevida global, entretanto
sem atender ao critério de significancia estatistica

determinado.
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8. ANEXOS




8.1 Anexo A

QO - N° de Identificacéo:

Nome do Paciente:

::.Dados Clinicos e Laboratoriais ao Diagndstico de Cabeca e Pescoco

Anexos 74

PRIMEIRA CONSULTA

QUEIXA E DURACAO

Q201-Nome da Mée:

Q1 -Peso habitual
antes da doenga:
Q2 -Altura:

Q3 -Perda de Peso:
Q7 -IMC:

Q8 -Alteragdes
Visuais:

Q10 —Dificuldade

(cm)

Sim Nao Q4 -(KG) Q5 -(%) Q6 -(meses)

Sim Nao Q9 -(dias)

Respiratoria/Dispnéia Sim Nao Q11 -(dias)

Q12 —Traqueostomia: Sim N&o - Q13-Data Realiza¢do:dd/mm/aaaa

Q14 -Disfagia:
Q16 -Disfonia:
Q18 -Dor:

Q20 -Feridas:

Q23 -Lesbes externas
visiveis:

Q26 -Nodulos ou
massas::

Q29 -Obstrugao
Nasal:

Q32 -Odinofagia:
Q34 -Otalgia:

Q36 -Rinorréia:

Q38 —Sangramentos:

Q40 -Sensacéo de

corpo estranho:

Q43 -Tosse:

Sim Nao Q15 -(dias)

Sim Nao Q17 -(dias)

Sim Nao Q19-(dias)

Sim Nao Q21 -(dias) Q22 -Localizagao:

Sim Nao Q24 -(dias) Q25 - Localizagéo:

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

si

m

Sim

Nao

Nao

Q27 -(dias)

Q30 -(dias)

Q33 -(dias)
Q35 -(dias)
Q37 -(dias)
Q39 -(dias)

Q41 -(dias)

Sim Néo

Q28 -Localizacao:

Q31 -Lado:

Esquerda Direita

Q42 — Localizagao:

Q44 -(dias)

Q45 - Qutras Queixas:
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LOCALIZAGAO DA LESAO

CID-10

Q46 -

Q56 -
Q57 -

Q65-

Q69 -

CO00 — Neoplasia maligna do labio

Q47 -C00.0 — Labio superior externo

Q48 -C00.1 — Labio inferior externo

Q49 -C00.2 — Labio externo, ndo especificado

Q50 -C00.3 — Labio superior, face interna

Q51 -C00.4 — Labio inferior, face interna

Q52 -C00.5 — Labio, sem especificacéo, face interna
Q53 -C00.6 — Comissura labial

Q54 -C00.8 - Lesdo invasiva do labio

Q55 -C00.9 — Labio, nao especificado

CO01 — Neoplasia maligna de base de lingua

C02 — Neoplasia maligna de outras partes e partes ndo especificadas de lingua

Q58 -C02.0 — Face dorsal da lingua

Q59 -C02.1 - Borda da lingua

Q60 -C02.2 — Face ventral da lingua

Q61 -C02.3 - Dois tergos anteriores da lingua, parte ndo especificada
Q62 -C02.4 — Tonsila lingual

Q63 -C02.8 - Lesao invasiva da lingua

Q64 -C02.9 — Lingua, ndo especificada

C03 — Neoplasia maligna de gengiva

Q66 -C03.0 - Gengiva superior
Q67 -C03.1 - Gengiva inferior

Q68 -C03.9 - Gengiva, ndo especificada

C04 — Neoplasia maligna de assoalho da boca

Q70 -C04.0 - Assoalho anterior da boca
Q71 -C04.1 - Assoalho lateral da boca

Q72 -C04.8 - Lesao invasiva do assoalho da boca

75
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Q73 -C04.9 - Assoalho da boca, ndo especificado

CO05 - Neoplasia maligna de palato

Q74 -

Q75 -C05.0 - Palato duro

Q76 -C05.1 - Palato mole

Q77 -C05.2 — Uvula

Q78 -C05.8 - Lesdao invasiva do palato

Q79 -C05.9 - Palato ndo especificado

Q80 - CO06 — Neoplasia maligna de outras partes e de partes ndo especificadas da boca

Q81 -C06.0 - Mucosa oral

Q82 -C06.1 - Vestibulo da boca

Q83 -C06.2 — Area retromolar

Q84 -C06.8 - Lesao invasiva de outras partes e de partes nédo especificadas da boca

Q85 -C06.9 — Boca, ndo especificada

Q86 - C09 — Neoplasia maligna da amigdala

Q87 -C09.0 - Fossa amigdaliana
Q88 -C09.1 - Pilar amigdaliano(anterior)(posterior)
Q89 -C09.8 - Lesdo invasiva da amigdala

Q90 -C09.9 - Amigdala, ndo especificada

Q91 - C10 — Neoplasia maligna da orofaringe

Q92 -C10.0 — Valécula

Q93 -C10.1 — Face anterior da epiglote

Q94 -C10.2 — Parede lateral da orofaringe
Q95 -C10.3 — Parede posterior da orofaringe
Q96 -C10.4 - Fenda branquial

Q97 -C10.8 - Lesao invasiva da orofaringe

Q98 -C10.9 — Orofaringe, nédo especificada



Q99 -

Q106 -

Q107 -

Q113 -

Q118 -

Q121 -

C11 — Neoplasia maligna da nasofaringe

Q100 -C11.0 - Parede superior da nasofaringe
Q101 -C11.1 - Parede posterior da nasofaringe
Q102 -C11.2 - Parede lateral da nasofaringe
Q103 -C11.3 - Parede anterior da nasofaringe
Q104 -C11.8 — Lesao invasiva da nasofaringe

Q105 -C11.9 - Nasofaringe, ndo especificada

C12 — Neoplasia maligna do seio piriforme

C13 — Neoplasia maligna da hipofaringe

Q108 -C13.0 - Regido pos-cricoidea

Q109 -C13.1 - Prega ariepigldtica, face hipofaringea
Q110 -C13.2 - Parede posterior da hipofaringe

Q111 -C13.8 — Lesao invasiva da orofaringe

Q112 -C13.9 - Hipofaringe, ndo especificada

Anexos

C14 — Neoplasia maligna de outras localidades e de localidades mal definidas do labio cavidade oral e faringe

Q114 -C14.0 - Faringe, nao especificada
Q115 -C14.1 - Laringofaringe, descrita como tal

Q116 -C14.2 - Anel de Waldeyer

Q117 -C14.8 — Lesé&o invasiva do labio, cavidade oral e faringe

C30 — Neoplasia maligna da cavidade nasal e do ouvido médio

Q119 -C30.0 — Cavidade nasal

Q120 -C30.1 - Ouvido médio

C31 — Neoplasia maligna dos seios da face

Q122 -C31.0 - Seio maxilar
Q123 -C31.1 - Seio etmoidal
Q124 -C31.2 - Seio frontal
Q125 -C31.3 - Seio esfenoidal

Q126 -C31.8 — Lesao invasiva dos seios da face

77
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Q127 -C31.9 - Seio da face, ndo especificado

C32 - Neoplasia maligna da laringe

Q128 -

Q129 -C32.0 — Glote

Q130 -C32.1 - Regido supragloética
Q131 -C32.2 - Regido subglotica

Q132 -C32.3 - Cartilagens da laringe
Q133 -C32.8 - Lesdo invasiva da laringe

Q134 -C32.9 - Laringe ndo especificada

Q135 - C77.0 - Neoplasia maligna secundéria e néo especificada dos ganglios linfaticos

Q136 - C44.9 - Neoplasia maligna da pele

TAMANHO DO TUMOR

Tamanho: Q137-cm X Q138 -cm X Q139 -cm

LINFONODOS COMPROMETIDOS CLINICAMENTE

Q140 -E1 NIVEL

| D: Sim Néo Q141 —N° de Linfonodos: Q142 -Maior Linfonodo: cm
Q143 -E2 NIVEL ) N
I D: Sim Né&o Q144 —N° de Linfonodos: Q145 -Maior Linfonodo: cm
Q146 -E3 NIVEL . B . o
I D: Sim Néao Q147 —N° de Linfonodos: Q148 -Maior Linfonodo: cm
Q149 -E4 NIVEL . ) -
VD Sim Né&o Q150 —Ne° de Linfonodos: Q151 -Maior Linfonodo: cm
Q152 -E5 NIVEL ) N
VD Sim Né&o Q153 —N° de Linfonodos: Q154 -Maior Linfonodo: cm
Q155 -E6 NIVEL . B . o
| Sim Né&o Q156 —N° de Linfonodos: Q157 -Maior Linfonodo: cm
Q158 -E7 NIVEL . . ) o

Sim Né&o Q159 —N° de Linfonodos: Q160 -Maior Linfonodo: cm

IIE:
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Q161 -E8 NIVEL

E: Sim Né&o Q162 —N° de Linfonodos: Q163 -Maior Linfonodo: cm
Q164 -E9 NIVEL . . ) o
W E: Sim Néo Q165 —N° de Linfonodos: Q166 -Maior Linfonodo: cm
Q167 -E10 . . o

Sim Né&o Q168 —N° de Linfonodos: Q169 -Maior Linfonodo: cm
NIVEL V E:
Q170 -El11 . B . o

Sim Néao Q171 —N° de Linfonodos: Q172 -Maior Linfonodo: cm
NIVEL VI :
Q173 -E12 . . ) o

Sim Né&o Q174 —N° de Linfonodos: Q175 -Maior Linfonodo: Cm
NIVEL VII :

METASTASES A DISTANCIA

Sim Né&o Q177 -Data: dd/mm/aaaa
Q176 -SNC:
Q178 - Sim Naéo Q179 -Data: dd/mm/aaaa
Pulmao:

Sim Naéo Q181 -Data: dd/mm/aaaa
Q180 -Figado:

Sim Néo Q183 -Data: dd/mm/aaaa Q184 - Qual ?:
Q182 -Ossos:

) < . . B P

Q185 —Outros Sim Né&o Q186 -Data: dd/mm/aaaa Q187 -Qual ?:
érgaos:
TMN Clinico:

Q188-T Q189-N Q190-M

INFORMACOES TERAPEUTICAS

Q191 - Sim Né&o Q192- Data: dd/mm/aaaa
Cirurgia
realizada:
Q193 — Notas:
dd/mm/aaaa
Q194 -
Sim Néo Q195 -Data inicio: Q196 - Data término:

Radioterapia:
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Q197 —Tipo
de
Radioterapia:

Q198 —Dose: CGy

Q199 - .
o . Sim Néao
Quimioterapia:

(Preencha a tabela abaixo somente se a sua resposta em Quimioterapia for Sim)

C1 c2 C3 C4 C5 C6

T1 Drogas Dose N° Dias Ciclos Data Ini. Data Fim

L1

L2

L3

L4

L5

Ln Tl LnCl Tl LnC2 T1 LnC3 T1 LnC4 T1 LnC5 T1 LnCé

OBS: No banco de dados esta tabela acima esta codificada da seguinte forma: Tx_LyCz, onde “x", “y” e “z" representam,
respectivamente, “x”"0 nimero da tabela, “y” o nimero das novas informagdes incluidas e “z” o nimero do campo de
informagdes (drogas,dose,n® dias,ciclos, data inicio ou data fim). Desta forma, o Ly é a localizacdo de uma nova linha e o
Cz é a localizagdo da coluna na tabela. Ex: T1_L3C2 - Tabelal apresentando informagdes da linha 3 (y=3) da tabela de

quimioterapia, e da 2° coluna (C2), que representa o campo com informagdes de dose.
Q200 —Tipo

de

Quimioterapia

(especificar):

Figura 17 - Formulério para Dados Clinicos e Laboratoriais
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8.2. Anexo B

QO - N° de Identificacéo: Nome do Paciente:

::.Protocolo Anatomopatolégico em Cabeca e Pescogo

1) tipo de material

Nota: Preencher o campo bidpsia e as informagdes subseqilientes somente para os casos em que o paciente ndo foi
submetido a cirurgia.
Q1 -Biopsia Pega CirGirgica - Q2 - data do exame: dd/mm/aaaa

Tamanho do Tumor - dimensdo maxima em centimetros

(maiores diametros e espessura tomada a partir da superficie mucosa normal)

Q3-cm X Q4-cm XQ5-cm Q6 -Nao-avaliavel
Q7 -Crescimento: Exofitico Endofitico N&o-avaliavel

Q8 - Area de comprometimento do tumor

3) Exame Microscoépico
Tipo Histolégico - Carcinoma Epidermdide
Verrucoso  Adenoescamoso

Q9 —Variante Morfolégica:

Linfoepitelial Escamoso Basal6ide Escamoso

Adendide Fusocelular (Sarcomatéide)

N&o-avaliavel Outro

. L Bem diferenciado Moderadamente Pouco
Q11 -Grau de diferenciagao: . . 5 »
Diferenciado N&o-avaliavel
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Para microinvasivo ( 0 componente in situ predomina, com invasao focal da lamina prépria)

Microinvasivo Lamina Prépria Plano

Muscular Cartilagem Outras Estruturas

Q12 -Profundidade de invaséo do tumor:

Né&o-avaliavel
Infiltracdo Vascular
Q13 -Sanguinea: Ausente Presente Nao-avaliavel
Q14 —Linfatica: Ausente Presente Nao-avaliavel
Q15 -Invaséo Peri-neural: Ausente Presente Nao-avaliavel

Q16 -Infiltrado inflamatério

peri-tumoral:

Q17- Margens Cirurgicas:

Ausente Escasso Moderado Intenso N&o-avaliavel

Com displasia de alto grau (especificar o local ):

Envolvida por tumor invasivo(especificar o local ):
Com carcinoma in situ (especificar o local ):
Né&o avaliavel

Livres de tumor

Q19-Lesbdes em 6rgaos adjacentes

Linfonodos
Nivel I D
Q20-N°
dissecado
Nivel Il D
Q23-Ne°
dissecado
Nivel lll D
Q26-N°
dissecado
Nivel IV D

Q29-N°

Q21-n° Q22-invaséo
comprometido extracapsular
Q24-n° Q25-invasao
comprometido extracapsular
Q27-n° Q28-invaséo
comprometido extracapsular
Q30-n° Q31-invaséo
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dissecado

Nivel V D
Q32-N°
dissecado

Nivel | E
Q35-N°
dissecado
Nivel Il E
Q38-N°
dissecado
Nivel Il E
Q41-Ne°
dissecado
Nivel IV E
Q44-N°
dissecado
Nivel V E
Q47-N°
dissecado
Nivel VI
Q50-N°

dissecado
Nivel VII
Q53-N°
dissecado

Estadiamento Patolégico:

Q56-Tcm X

comprometido

Q33-n°

comprometido

Q36-n°

comprometido

Q39-n°

comprometido

Q42-n°

comprometido

Q45-n°

comprometido

Q48-n°

comprometido

Q51-n°

comprometido

Q54-n°

comprometido

Anexos

extracapsular

Q34-invasao

extracapsular

Q37-invasao

extracapsular

Q40-invaséo

extracapsular

Q43-invaséo

extracapsular

Q46-invasao

extracapsular

Q49-invaséo

extracapsular

Q52-invaséo

extracapsular

Q55-invasao

extracapsular

Q57-Ncm X Q58-Mcm Q59-Nao-avaliavel

Figura 18 - Formulério para Dados Anatomopatoldgicos
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8.3. ANEXO C

QO - N° de Identificacéo: Nome do Paciente:

;. Acompanhamento de Cabecga e Pescogo

Q1-Sem evidéncias de doengas - Q2- Data:dd/mm/aaaa
Q3-Recidiva loco-regional ou residual

Q4-Metastase a distancia

Q5-2° Tumor primario

Q6-Obito

Q7-Paciente perdido do acompanhamento - Q8- Data:dd/mm/aaaa

Comentarios referente aos campos mencionados acima:

Sem evidéncias de doengas - Ao clicar neste tdpico seré aberto somente o campo de incluséo de data de retorno dos

paciente, ocultando os demais itens do questionario;

Recidiva loco-regional ou residual - Ao clicar neste topico sera aberto somente os itens A e B deste questionario,
demais serdo ocultados;

Metastase a distancia - Ao clicar neste tépico sera aberto somente os itens C e D deste questionério, demais serdo

ocultados;

2° Tumor primario - Ao clicar neste tdpico sera aberto somente os itens E e F deste questionario, demais seréo

ocultados;

Obito — Ao clicar neste topico sera aberto somente o item G deste questionario, demais ser&o ocultados.

Paciente perdido do acompanhamento - Ao clicar neste topico sera aberto somente o campo de inclus&o de data.
Incluir tela de alerta: "Esta opgao somente devera ser escolhida na condi¢éo da busca de informacdes sobre o

paciente terem sido esgotadas".

OBS: Se mais de uma opcéo for escolhida, serdo abertos na tela os topicos relacionados ao itens da opgao: Ex:

Paciente retornou para acompanhamento, mas teve uma recidiva e veio a 6bito, os topicos a serem marcados serao:
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Recidiva loco-regional ou residual Obito , esta propriedade n&o se aplica para os casos da opgéo escolhida ser :

"Paciente Perdido".

A) RECIDIVAS - Recidiva loco-regional ou residual

Sim Nao

Q9- Tumor
Residual
(tumor

primario):

Sim Nao

Q11- Recidiva
Local:

Q13-Tumor

Sim Néo

Residual
(doenga

regional):

Q15-Recidiva  sjm Nao

Regional -

Cervical:

Q17-Nivel:

Q19-Nivel:

Q21-Nivel:

Q18- Direito Esquerdo

Q20-Direito Esquerdo

Q22-Direito Esquerdo

Q10- Data:

Q12- Data:

Q14- Data:

Q16-Data:

dd/mm/aaaa

dd/mm/aaaa

dd/mm/aaaa

dd/mm/aaaa

B) TRATAMENTO REALIZADO PARA A RECIDIVA - Recidiva loco-regional ou residual

Q23- Notas:

Sim Néo

Q24-Cirurgia:

Q26-Notas:

Q25-Se sim, Data: dd/mm/aaaa



Q27- Sim Né&o

Radioterapia:

Q30-Se sim,
tipo de
Radioterapia:
Q31-Se sim,
Dose:

Q32-

Quimioterapia:

m N&o

Drogas

Q28- Se sim, Data Inicio: dd/mm/aaaa

Dose

Ciclos Data Inicio

Anexos &6

Q29- Data Fim:

Data Término

L1

L2

L3

L4

L5

L6

L7

L8

Ln

T1 LnC1

T1_LnC2

T1 LnC3 T1 LnC4

T1_LnC5

OBS: No banco de dados esta tabela acima esta codificada da seguinte forma: Tx_LyCz, onde “x”, “y" e “z"

representam, respectivamente, “x”

0 nimero da tabela, “y” o nimero das novas informag¢@es incluidas e “z” o nimero do campo de informagdes

(drogas,dose,n°® dias,ciclos, data inicio ou data fim). Desta forma, o Ly é a localizagdo de uma nova linhae 0 Cz é a

localizagdo da coluna na tabela. Ex: T1_L3C2 - Tabelal apresentando informacdes da linha 3 (y=3) da tabela de

quimioterapia da recidiva, e da 22 coluna (C2), que representa o campo com informagdes de dose.

Q33 —Tipo de

Quimioterapia

(especificar):
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C) METASTASES A DISTANCIA

Sim Né&o Q35 Data: dd/mm/aaaa
Q34 -SNC:

Sim Né&o Q37-Data: dd/mm/aaaa
Q36-Pulmao:

Sim Né&o Q39-Data: dd/mm/aaaa
Q38-Figado:

Sim Nao Q41-Data: dd/mm/aaaa  Q42- Qual ?:
Q40-0Ossos:

. = . . i o

Q43-Outros Sim Néo Q44-Data: dd/mm/aaaa Q45-Qual ?:
6rgéos:

D) TRATAMENTO REALIZADO PARA A METASTASES A DISTANCIA

Q46-Notas:

Sim Nao Q48-Se sim, Data:

dd/mm/aaaa
Q47-Cirurgia:

Q49-Notas:

Q51-Se sim, Data Inicio:

Q50- Sim Né&o dd/mm/aaaa Q52- Data Fim:

Radioterapia:

Q53-Se sim,
tipo de
Radioterapia:
Q54-Se sim,
Dose:

Q55- .
o ~ Sim Néao
Quimioterapia:

Drogas Dose Ciclos Data Inicio Data Término
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L1

L2

L3

L4

L5

L6

L7

L8

Ln T2_LnC1 T2 LnC2 T2 LnC3 T2 LnC4 T2_LnC5

OBS: No banco de dados esta tabela acima esté codificada da seguinte forma: Tx_LyCz, onde “x", “y" e “z"
representam, respectivamente, “x”

0 nimero da tabela, “y” o nimero das novas informacdes incluidas e “z” o nimero do campo de informagées
(drogas,dose,n°® dias,ciclos, data inicio ou data fim). Desta forma, o Ly é a localizacdo de uma nova linhae 0 Cz é a
localizacdo da coluna na tabela. Ex: T2_L3C2 - Tabela2 apresentando informacdes da linha 3 (y=3) da tabela de

quimioterapia de metastase, e da 2% coluna (C2), que representa o campo com informagdes de dose.

Q56-Tipo de
Quimioterapia

(especificar):

E) SEGUNDA LESAO - 2° Tumor primario

057-Cavidade Sim Né&o Q58-Data: dd/mm/aaaa
oral:

050- Sim Né&o Q60-Data: dd/mm/aaaa
Orofaringe:

061- Sim Né&o Q62-Data: dd/mm/aaaa

Hipofaringe:
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Sim Néo Q64-Data: dd/mm/aaaa
Q63-Laringe:

Sim Néo Q66-Data: dd/mm/aaaa
Q65-Esofago:

Sim Néo Q68-Data:

dd/mm/aaaa

Q67-Pulmao:

Sim Néo Q70-Data: dd/mm/aaaa Q71-Qual ?:
Q69-0utros:

F) TRATAMENTO DA SEGUNDA LESAO - 2° Tumor primario

Q72-Notas:

Sim Né&o Q74-Se sim, Data: Dd/mm/aaaa
Q73-Cirurgia:

Q75-Notas:
Q76- Sim Néo Q77-Se sim, Data Inicio: dd/mm/aaaa Q78-Data Fim:

Radioterapia:

Q79-Se sim,
tipo de
Radioterapia:
Q80-Se sim,
Dose:

Q81-

Quimioterapia:

Sim Né&o

Data

Drogas Dose Ciclos Data Inicio

Término

L2

L3

L4

L5



Anexos 90

L6

L7

L8

Ln T3_LnC1 T3_LnC2 T3_LnC3 T3_LnC4 T3_LnC5

OBS: No banco de dados esta tabela acima esta codificada da seguinte forma: Tx_LyCz, onde “x”, “y" e “z”

representam, respectivamente, “x”

0 nimero da tabela, “y” o nimero das novas informag¢@es incluidas e “z” o nimero do campo de informagdes
(drogas,dose,n°® dias,ciclos, data inicio ou data fim). Desta forma, o Ly é a localizagdo de uma nova linhae 0 Cz é a

localizagdo da coluna na tabela. Ex: T3_L3C2 - Tabela3 apresentando informacdes da linha 3 (y=3) da tabela de

quimioterapia da segunda lesdo, e da 2% coluna (C2), que representa o campo com informacgdes de dose.

Q82-Tipo de
Quimioterapia
(especificar):

G) INFORMAGCOES SOBRE O OBITO

Q83-Obito: Sim Na&o (preencha os itens abaixo somente se for sim)

dd/mm/aaaa
Q84-Data Obito:

Outra causa Obito pela neoplasia

Q85-Tipo de Obito:

Q86-Se por outra causa,

informe qual:

Figura 19 - Formulério para Dados de Seguimento Clinico
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8.4. ANEXO D

Tabela 14 — Resultado da avaliacdo semiquantitativa da
imunoexpressdo citoplasmatica de ciclina D1 em carcinoma

epidermoide de laringe.

Expresséo citoplasmatica

Caso | Prontuario | Bloco de Expressao 0| <10% 10- >50%0
parafina nuclear 50%b

1 66361 11569d Sim X

2 80235 14381c Sim

3 85773 15451h Sim

4 131929 25528f Sim

5 119005 27738b Sim X

6 119384 28999a Sim X

7 136391 29753b Sim X

8 148655 31247¢g Sim X

9 145971 31379b Sim X

10 153830 32320e Sim X

11 156220 34211b Sim X

12 189765 40624h Sim X

13 197825 42531e Sim X

14 197791 44123h Sim X

15 208407 46034b Sim X

16 217459 48298d Nao X

17 210417 49490b Sim X

18 245004 56312a Sim X
19 106032 56461e Sim X
20 146368 56923a Sim X
21 143240 61912e Sim X
22 261074 64426¢ Sim
23 279366 65000e Sim
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24 284732 67557a Sim
25 255046 70787b Sim X
26 197819 71943b Sim
27 328101 76182c Sim X
28 352406 81698a Sim
29 363256 83919b Sim X
30 373592 87848a Sim
31 379520 87884h Sim X
32 414287 96476a Sim X
33 420444 96679d Sim X
34 425760 97362c Sim X
35 381085 97365¢C Sim
36 424898 99347b Sim X
37 432568 101796a Sim
38 449256 103277b Sim X
39 443060 104597a Sim X
40 460166 107728s Sim X
41 471370 108714c Sim X
42 467080 109261c Sim
43 439555 109906b Sim
44 472461 112101c Sim X
45 488358 113298e Sim X
46 478821 115775a Sim X
a7 499404 116917a Sim X
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8.5. ANEXO E

Tabela 15 — Quantificacdo digital randomizada, e cega quanto a
ocorréncia de metastase linfatica, da imunoexpressao nuclear e
citoplasmatica de ciclina D1 em grupo de 1000 células para cada

caso estudado.

Campos microscopicos

Caso Prontuério Expressdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 71943 c+ 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0
n + 21 18 17 33 26 21 30 32 21 21 21 28
28 22 35 23 23 33 31 21 18 30 25 9

2 34211 c+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n + 4 5 8 5 3 54 1 1 5 7 2 3
- 57 48 44 55 53 21 59 67 65 78 67 82

o
o
o

3 61902 c+ 1 1 3 1 1 0 0 2 3 0 2 0
n+ 31 38 29 29 35 54 38 38 28 52 48 32
- 30 25 24 28 15 21 23 23 33 33 24 25

4 109906 c+ 0 0 0 0 1 1 1 2 0 1 0 0
n+ 33 45 30 44 34 25 28 33 46 50 40 40
- 54 33 40 37 29 51 45 50 29 51 24 29

5 97362 c+ 5 8 4 0 1 1 0 0 0 0 0 0
n+ 14 O 6 17 23 16 26 29 34 11 12 23
- 41 40 21 32 28 38 32 24 18 56 57 31

6 109261 c+ 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 1
n+ 30 48 37 31 26 21 23 19 31 21 39 19
- 33 13 13 17 10 14 27 47 26 13 27 28

7 44123 c+ 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
n + 11 5 14 4 5 3 8 3 3 2 2 3
- 49 57 44 58 66 62 61 67 39 58 61 37

o
o

8 107728 c+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n+ 29 24 45 30 23 29 22 23 34 28 30 23
- 29 49 28 26 25 21 47 42 38 30 26 34

9 29753 c+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n+ 16 16 19 12 15 16 16 14 19 11 10 17
- 66 42 48 59 62 59 58 52 59 54 53 57

10 14381 c+ 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
n+ 41 36 40 40 24 37 26 29 40 34 53 31
- 18 19 14 16 18 17 9 17 10 8 10 29

11 15451 c+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n + 12 11 8 14 17 25 18 24 13 5 15 14
- 53 95 64 82 77 51 72 77 36 69 70 78

o
o
o

12 96476 c+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n+ 5 21 15 22 15 20 28 23 23 14 21 15
- 78 52 54 69 56 57 42 52 61 71 32 69

13 103277 c+ 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
n + 26 16 17 25 19 30 28 36 34 27 21 42




14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

112101

49490

64428

25528

11569

65000

116917

67557

108714

113298

76182

56461

46034

32320

27738

115775

101796
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55 70 57 47 41 32 47 31 48 41 44 35
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 15 9 1 4 0 1 5 2 9 3 0
38 33 46 87 55 66 76 54 73 63 79 92
0 0 0 0 0 0 7 10 11 20 28 17
17 1 1 19 27 21 18 7 8 5 10 10
13 80 74 32 30 24 20 12 9 10 18 16
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 22 12 14 11 20 17 18 19 23 15 18
21 15 44 35 38 27 34 19 23 24 41 47
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
29 28 30 36 30 26 24 24 28 25 31 19
27 38 21 35 35 29 23 25 30 32 28 31
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 11 4 1 3 3 4 2 0 4 3 3
68 60 66 76 84 75 79 58 60 57 72 62
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 12 9 0 1 1 4 3 0 2 1 1
49 42 56 72 71 63 67 56 70 80 75 65
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 16 13 14 18 13 6 4 2 8 5 16
29 33 29 28 37 30 61 57 61 31 29 35
0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
32 24 18 20 18 13 18 22 25 27 28 24
18 5 27 32 42 41 33 24 22 32 24 35
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 20 20 31 9 12 5 18 4 13 3 6
32 35 27 23 54 37 62 54 58 52 57 68
0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 3 2 2 2 4 2 4 8 1 13 11
62 76 98 56 54 62 53 63 44 60 38 26
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 3 9 5 17 15 O 7 11 9 14 8
49 42 37 50 25 32 53 45 23 24 42 55
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 27 16 31 19 18 20 3 7 4 41 7
56 48 41 54 62 53 63 48 36 43 30 33
0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
6 17 19 3 33 31 23 32 30 32 15 26
76 53 71 90 60 71 81 50 52 39 35 52
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 5 1 1 3 3 3 7 6 5 1 1
62 58 57 66 62 45 68 50 61 39 64 73
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
66 57 61 70 64 93 71 51 75 65 51 75
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 5 5 6 6 5 4 4 7 6 7 2
61 64 71 73 60 70 61 62 57 56 68 69
2 0 0 6 3 4 3 3 1 0 0 0
42 26 33 18 24 32 25 27 20 29 44 26



31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

a7

99347

70787

104597

97365

56312

31379

40624

48298

96679

56923

87884

81698

42531

87848

31247

83919

28999
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39 38 36 21 19 14 15 15 18 18 18 15
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
33 27 37 40 38 43 51 41 39 33 36 40
12 20 15 20 16 20 17 15 17 14 16 16
4 3 2 0 2 1 0 0 1 0 1 0
10 8 10 7 3 10 12 12 9 12 6 6
43 36 36 33 42 37 47 31 47 38 42 40
1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0
20 20 16 15 12 13 20 12 13 21 14 15
33 22 32 29 23 30 19 20 31 17 31 32
1 0 3 0 1 9 0 1 0 0 0 1
35 34 48 33 25 0 36 26 25 35 39 59
40 4 14 4 25 22 29 1 42 5 3 11
2 7 1 3 1 9 18 15 15 24 19 16
8 1 9 9 6 0 0 0 0 0 0 0
30 21 17 27 26 29 3 19 19 13 15 4
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
22 33 20 43 41 16 20 13 12 12 36 28
45 36 32 43 47 38 32 50 50 36 41 31
0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0
30 26 30 27 32 38 46 37 46 42 45 35
17 17 18 19 24 19 18 19 24 20 16 18
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 3 1 0 0 1 3 2 4 3 6
71 69 49 67 79 67 69 68 65 90 89 68
0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3r 27 17 12 22 19 18 16 8 12 14 10
19 26 38 46 38 65 56 69 46 42 41 51
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
36 20 15 8 32 15 13 23 16 16 10 8
28 27 32 41 15 28 45 24 35 43 40 42
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
17 19 17 9 14 11 11 12 2 15 13 17
58 89 67 40 25 50 61 67 111 24 27 63
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
32 29 16 15 11 11 9 10 13 9 13 12
63 59 76 87 35 36 83 90 67 55 51 57
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1 0 0 1 0 2 3 1 0 7 7
82 71 82 75 67 82 50 52 58 56 55 59
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
36 44 33 45 27 33 36 29 33 26 39 27
38 33 31 40 40 31 39 47 43 34 47 41
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
38 24 21 24 23 21 34 35 34 61 48 49
26 30 31 42 36 26 25 29 32 21 27 20
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 14 2 2 17 14 11 23 6 6 5 5
57 50 85 75 45 45 48 35 39 71 82 72
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
21 28 16 18 19 26 19 21 22 18 24 22
30 21 24 21 24 31 29 36 27 27 33 27




Caso Prontuario Expressio

1

10

11

12

13

14

15

71943

34211

61902

109906

97362

109261

44123

107728

29753

14381

15451

96476

103277

112101

49490

Cc +
n+
Cc+
n+
Cc +
n+
Cc+
n+
Cc +
n+
Cc+
n+
Cc +
n+
Cc+
n+
Cc +
n+
Cc +
n+
Cc+
n+
Cc +
n+
Cc+
n+
Cc +
n+
Cc+
n+

Campos microscépicos
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IP/ Relacéo

13 14 15 16 17 18 19 20 IPc e IPn
1 1 1 3 0 1 0 3 1,4%
23 28 18 19 26 23 29 20 47,5%
24 21 29 26 28 39 31 15 0,029
0 0 0 0 0 0
5 18 18 8 11 15,8%
46 44 19 22 15 0
3 0 3 3 2,3%
39 30 29 26 57,6%
23 37 22 15 0,039
1 0,7%
32 48%
41 0,014
0 0 0 0 0 0 0 1,9%
16 4 18 17 14 7 15 30,2%
34 41 38 43 30 34 41 0,062
1 0 0 0 0 0 2 0,6%
40 40 34 41 8 8 21 53,7%
31 17 21 20 29 42 29 0,011
0 0 0 0 0 0 0,3%
3 9 4 2 6 1 8,8%
48 45 56 34 18 49 0,034
0 0 0 0 0 0
23 22 9 21 23 43,8%
40 34 44 22 27 0
0 0 0
22 20 22,3%
47 61 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0,4%
32 44 30 23 25 21 21 22 64,9%
15 18 13 27 23 16 25 25 0,006

0

17,6%

0
0 0
24 24,6%
61 0
0 0 0,2%
14 5 34%
66 44 0,005
0 0 0
2 2 6,4%
80 94 0
13 4 0 7 2 12 4 13,5%
10 26 32 19 33 25 23 31,2%
18 24 32 31 28 36 46 0,43




16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

64428

25528

11569

65000

116917

67557

108714

113298

76182

56461

46034

32320

27738

115775

101796

99347

70787

104597

Cc+
n+

c+
n+

Cc+
n+

Cc +
n+

Cc+
n+

Cc +
n+

Cc+
n+

Cc +
n+

c+
n+

Cc+
n+

c+
n+

Cc+
n+

c+
n+

Cc+
n+

Cc +
n+

Cc+
n+

Cc +
n+
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0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 11 6 14 17 7 6 19 31%
37 43 52 32 36 40 38 44 0
0 2 0 1 0 0 0,3%
24 30 34 23 16 21 47,8%
25 27 19 27 41 26 0,006
0 0 0
14 14 7,5%
47 61 0
0 0 0 0
0 1 1 5%
70 58 56 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0,1%
8 15 2 13 14 11 4 7 20,6%
47 39 61 28 27 50 42 39 0,004
0 0 0 0 0 0 0,2%
30 38 6 30 15 21 40,4%
36 28 56 31 48 60 0,004
1 0 2 0 0 0,6%
9 13 14 20 18 23,1%
48 25 55 44 32 0,025
0 0 0 0 0 0,2%
3 2 7 0 13 8%
54 44 42 56 30 0,025
0 0 0 0 2 0 0 0,2%
11 17 12 16 17 5 4 18,7%
42 48 39 34 26 74 62 0,01
0 0 0 0,1%
31 30 15 27,6%
58 50 48 0,003
0,3%
26,7%
0,011
0 0 0 0 0
3 2 2 1 4,7%
51 64 74 59 0
0 0 0 0
1 0 1 0,7%
71 60 63 0
0 2 0 0,2%
2 3 1 7,1%
46 51 58 0,028
0 1 0 0 1 4 1 2,9%
26 23 24 29 14 21 19 50,2%
27 25 42 28 31 20 30 0,057
0 0 0 0 0 0 0
43 38 31 33 49 48 70%
10 23 17 18 18 16 0
0 0 0 0 1 0 0 0 1,5%
8 8§ 12 9 8 3 7 7 16,7%
50 34 36 37 33 41 44 71 0,089
1 0 1 0 1 1 0 0 1%
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n+ 16 14 13 16 16 28 15 18 36,6%
- 23 28 30 28 30 10 31 28 0,027
34 97365 c+ 0 1 12 0 0 1 0 1 3,1%
n+ 48 52 0 33 44 29 20 27 64,8%
- 4 12 23 39 6 10 18 9 0,066
35 56312 c+ 20 9 12 13 11 10 14 16 41,6%
n+ 0 0 0 0 0 0 0 0 5,8%
- 4 18 9 10 8 5 8 11 7,17
36 31379 c+ 0 0 0 0 0
n+ 26 39 24 2 38,7%
- 30 23 39 40 0
37 40624 c+ 0 0 0 0 0 0,3%
n+ 33 32 38 38 61 63,6%
- 27 33 32 29 11 0,004
38 48298 c+ 0 0 0
n+ 3 3 3,1%
- 67 51 0
39 96679 c+ 0 0 0 0 0,2%
n+ 7 16 8 16 25,9%
- 47 56 52 47 0,007
40 56923 c+ 0 0 0 0 0 0 2 0,2%
n+ 18 9 31 37 27 44 1 37,9%
- 28 37 25 21 30 30 48 0,005
41 87884 c+ 0 0 0 0,1%
n+ 9 4 6 17,6%
- 33 55 53 0,005
42 81698 c+ 0 0
n+ 22 20,2%
- 39 0
43 42531 c+ 0 0 0 0
n+ 0 7 1 3,2%
- 56 54 69 0
44 87848 c+ 0 0 0,2%
n+ 21 20 44,9%
- 42 43 0,004
45 31247 c+ 0 0 0 0 0 0
n+ 21 26 26 24 22 53,1%
- 22 34 16 29 23 0
46 83919 c+ 0 0 0 0,1%
n+ 7 8 9 14,8%
- 47 58 42 0,006
47 28999 c+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
n+ 25 3 19 18 12 26 19 14 39%
- 17 41 24 41 45 32 42 38 0

Legenda: (c+) imunorreacdo  citoplasmaética, (n+)
imunorreacao nuclear, (-) auséncia de imunorreacao celular,
IPc indice de positividade citoplasmatica, IPn indice de
positividade nuclear.
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Tabela 16 - Dados de sobrevivéncia global em casos sem expressao

citoplasmatica de ciclina D1.

Tempode |- i\iduos vivos| Ocorréndas | SoOreVIvenda fSobrevivendal e dome | 1c(e%
Sobrevivéncia notempot | atéotempot

Bvento 1 89 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.99%4 a 1.0000
Bvento2 9% 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9991 a 1.0000
Bvento 3 143 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9989 a 1.0000
Bvento4 163 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9988 a 1.0000
Bvento5 210 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9986 a 1.0000
Bvento 6 237 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9985 a 1.0000
Bvento7 290 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9984 a 1.0000
Bvento 8 30 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9952 a 1.0000
Bvento 9 3% 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9981 a 1.0000
Evento 10 356 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9980 a 1.0000
Bvento 11 377 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9979 a 1.0000
Bvento 12 379 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9978 a 1.0000
Bvento 13 3% 32 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9978 a 1.0000
Evento 14 421 3 1 0,977 0,9677 0,0323 0.9055 a 1.0000
Bvento 15 45 31 0 1,0000 0,977 0,0000 0.9055 a 1.0000
Bvento 16 460 3 0 1,0000 0,9677 0,0000 0.9055 a 1.0000
Evento 17 482 31 0 1,0000 0,9677 0,0000 0.9055 a 1.0000
Evento 18 512 3 0 1,0000 0,9677 0,0000 0.9054 a 1.0000
Bvento 19 40 30 1 0,9667 0,934 0,0333 0.8489 a 1.0000
Evento 20 561 30 0 1,0000 0,934 0,0000 0.8489 a 1.0000
Evento 21 566 30 0 1,0000 0,9354 0,0000 0.8489 a 1.0000
Bvento22 620 30 0 1,0000 0,934 0,0000 0.8489 a 1.0000
Bvento 23 697 30 0 1,0000 0,934 0,0000 0.8489 a 1.0000
Evento 24 1060 30 0 1,0000 0,934 0,0000 0.8489 a 1.0000
Bvento 25 1146 30 0 1,0000 0,9354 0,0000 0.8489 a 1.0000
Bvento 26 1258 30 0 1,0000 0,934 0,0000 0.8489 a 1.0000
Bvento 27 1305 30 0 1,0000 0,934 0,0000 0.8489 a 1.0000
Evento 28 14% 30 0 1,0000 0,9354 0,0000 0.8489 a 1.0000
Evento 29 1641 29 1 0,9655 0,9032 0,0345 0.7990 a 1.0000
Bvento 30 1980 29 0 1,0000 0,9031 0,0000 0.7990 a 1.0000
Evento 31 2001 29 0 1,0000 0,9031 0,0000 0.7990 a 1.0000
Bvento 32 2065 29 0 1,0000 0,9031 0,0000 0.7990 a 1.0000
Media 708,47 30,84 0,09

Desvio padréo 581,72 1M 03
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8.7. ANEXO G

Tabela 17 - Dados de sobrevivéncia global em casos com

superexpressao citoplasmatica de ciclina D1.

RO |t vis| Qs | 0o (SRR o | I

Sbrevivénda notempot | atéotempot i
[Evento 3 15 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9987 2 1.0000
IEventOZ 6 15 0 1,0000 1,000 0,0000 0.9981 2 1.0000
[Fento3 109 15 0 1,0000 1,0000 0,0000 0.9977 2 1.0000
IEvent04 12 14 1 09286 0928 00m4 0.793 a 1.0000
|Event0 3 14 13 1 09231 08571 00769 06738 2 1.0000
[Frento? 18 13 0 1,0000 08571 0,0000 06738 2 1.0000
IEvento? 263 12 1 09167 07857 00833 05707 2 1.0000
[Brentod 365 12 0 1,0000 07857 0,0000 0.5707 2 1.0000
IEvent09 ur 12 0 1,0000 07857 0,0000 0.5707 2 1.0000
[Brento 10 51 12 0 1,0000 07857 0,0000 0.5707 2 1.0000
IEvento 11 % 12 0 1,0000 07857 0,0000 0.5707 2 1.0000
IEvento 12 882 1 1 09091 07142 00909 04776 2 09509
[Evento 13 %2 1 0 1,0000 07142 0,0000 04776 2 0.9509
[vento 14 29 1 0 1,0000 07142 0,0000 04776 2 08509
[Erento 15 20 11 0 1,0000 07142 00000 04776 2 0.9509
Ih-1édia 63413 126 0
IDesvio padréo | 7312 19 046
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8.8. ANEXOH

Tabela 18 — TNM: grupamento por estadios de carcinoma laringeo.

ESTADIAMENTO
Estadio O i NO
Estadio | T1 NO
Estadio Il T2 NO
Estadio 111 T1 N1
T2 N1
T3

T1 N2
T2 N2
T3 N2
T4a NO, N1, N2
Estadio T4b Qualquer N
Qualquer T N3
Estadio Qualquer T Qualquer N
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£ Associacao Piauiense de Combate ao Cancer
=1 > Hospital Sao Marcos
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

PARECER

Parecer: 00401/2007

PROJETO DE PESQUISA: Pesquisa por imunchistoquimica de ciclina D1 em
carcinoma de laringe.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Licio André Noleto.
INSTITUICAO: Hospital Sao Marcos.

CONCLUSAOQ: Aprovado

Teresina(Pl), 20 de Junho de 2007

,LI"\_,}/— L-/*-K II\J A N
Sabas Carlos Vieira
Coordenador CEP/HSM

Figura 20 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos da Associacado Piauiense de Combate ao Cancer.
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A

Ac
Departamento de Cirurgia

O Presidente da Comissao de Efica para Andlise
de Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,
em 18/12/07, tomou ciéncia da execvugdo do Protocolo de Pesquisa
n® 1070/07. infitulado: "ESTADIAf\_!IENTO POR IMUNOHISTOQUIMICA DE
MARGENS CIRURGICAS EM CARCINOMAS DE LARINGE".

No que tange sua parte empirica serd
desenvolvido na ASSOCIACAO PIAUIENSE DE COMBARE AO CANCER -

HOSPITAL SAO MARCOS, tendo seu Comité de Efica aprovade o estudo
em 20.06.07 . '

Pesquisador (a) Responsavel: Dr. Pedro Michaluart
Pesquisador Executante: Lucio André Nolete Magaihdes

' CAPPesq, 18 de dezembro de 2007,

G

Prof. br. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de Elica para
Anglise de Projetos de Pesquisa

Comiesdio de Etica pare Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP & da FMUSP
Diretoria Clinica do Hespitel das Clinicas da Faculdode de Medicina da Univergidade de SHo Paule
Rug Ovidio Pires de Cempos, 225, 5° andgr - CEP 05403 010 - S¥o Pawlo - SP

Figura 21 - Parecer da Comissdo para Avaliacdo de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

(Protocolo de pesquisa n°. 1070/07).
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