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Nota da BCQ: No impresso, ndo constam as paginas 3 ¢ 4
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Introdugdo: O alelo do gene FGFR4 (FGFR4 Arg®™®) foi descrito como um fator
prognéstico independente para o cancer de mama, célon e sarcoma de tecidos moies. O
objetivo deste foi avaliar o impacto deste alelo nos pacientes portadores de carcinoma
espino celular primério de cabega e pescogo (CECPCP). ‘

Material e Métodos: 75 pacientes portadores CECPCP foram avaliados quanto a presenga
do alelo FGFR4 Arg®®, mediante as técnica de PCR-RFLP e seqienciamento. Os
tumores foram classificados de acordo ao alelo FGFR4GIi*® (homozigoto para giicina, Gli-
Gli), FGFRA4GIi/Arg™® (heterozigoto glicina e arginin, Gli-Arg) ou FGFR4Arg°“ (homozigoto
para arginina, Arg/Arg) e foram correlacionados aos dados clinicos e evolugao.
Resultados e conclusdo: Observou-se que os pacientes portadores deste alelo possuem
2,2 vezes mais chance de ¢bito em relagdo aos pacientes portadores do alelo alelo
FGFR4 GI*® . O alelo FGFR4 Arg*® mostrou ter um impacto importante na sobrevida dos
pacientes portadores CECPCP.

Palavras chaves: FGFR4 | CANCER E CABEGA E PESCOGO
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1.1 Epidemiologia do carcinoma espino celular de cabec¢a e pescogo

O carcinoma espino celular (CEC) representa mais de S0% dos tumores de cabega e
pescogo. Este tumor caracteriza-se pela proliferagéo de células do epitélio estratificado,
que freqlentemente invadem o tecido adjacente (PARISE, 2000). Na maioria dos casos

descritos ocorre a partir da quinta década de vida e raramente é observado na populagéo
jovem (SHAH et al., 1995).

O CEC de cabeca e pescogo é sétimo tumor mais freqlente no Brasil e 0 sexto no
mundo. Segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), 83 % deste tipo de
cancer ocorre em paises em desenvolvimento, com uma proporgdo incidente de 4
homens para 1 mulher (hitp://iwww.inca.gov.br e HASINA et al., 2003).

Nos Estados Unidos, a estimativa da incidéncia e mortalidade do CEC de cabega e
pescogo para 0 ano de 2003 foi de 27.700 novos casos e de 7.200 obitos, segundo a
Organizagfo Mundial da Saude (http:/Awww.cancer.gov). No Brasil, para este mesmo ano,
a estimativa foi de 10.635 novos casos e 3.245 ¢bitos (hitp//iwww.inca.gov.br).

Geograficamente h4 uma grande variacio na incidéncia do CEC de cabega e pescogo.
As diferengas ocorem devido ao estilo de vida dos individuos, nas diferentes regidées. Nos
Estados Unidos, por exemplo, a alta incidéncia da doenga entre os homens que moram
na zona urbana parece estar principaimente relacionada a exposicéo cronica de alcool e
tabaco. Na zona rural do pais o consumo de rapé aumenta 0 nsco para 0
desenvolvimento do cancer de cavidade oral, em mulheres (WAGMAN et al., 2003). Os
trabalhadores rurais, principalmente dos paises em desenvolvimento e de economia
predominantemente agricola, constituem a categoria ocupacional mais acometida por este
tipo de céncer. Um dos principais fatores responséveis é a exposiclo prolongada a
radiacéo Ultra Violeta (UV), e o labio inferior é o local mais atingido (GERVASIO et al.,
2001).

A relagio de mortalidade dos CEC de boca, faringe e laringe em algumas areas do Brasil
esta entre as mais altas do mundo e, em geral, este tipo de céncer encontra-se ja em



estagio avangado ao diagndstico. Na cidade de Sdo Paulo a incidéncia do CEC de
cavidade oral é a segunda do mundo (NAGAI et al., 1998) ficando atras apenas da india,
onde este cAncer representa 50% dos canceres gue ocorrem no pais (MYERS et al.,
1996). A alta incidéncia do CEC nestas regides se relaciona, principalimente, ac consumo
de tabaco. Na india as varantes do tabagismo como: mascar tabaco com betel (pan),
fumar cigarro envolto com ébano (bidi) e o consumo de chutfa (espécie de cigarro fumado
com a extremidade acesa dentro da boca), fazem com que este tipo de cncer seja o
mais incidente no pais (MYERS et al., 1996).

1.2 Etiopatologia e fatores de risco do CEC de cabega e pescogo

A etiopatologia do CEC de cabega e pescogo é multifatorial (GERVASIO et al., 2001) e
esta fortemente relacionada A exposi¢do aos seus fatores de risco. O consumo de tabaco
é a principal causa da doenga (BRENNAN et al., 1895; GONZALEZ et al., 1995 e MAULA
et al., 2003). Diversos agentes quimicos, fisicos e biologicos pedem atuar isolados ou em

conjunto para aumentar o risco deste tipo de céncer, principaimente na cavidade oral
(PARISE, 2000).

Os principais fatores de risco que sabidamente aumentam as chances para ©
desenvolvimento do CEC de cabega e pescogo s&o:

Tabagismo

O cigarro possui por volta de 60 substancias carcinogénicas conhecidas, que se dividem
em trés grupos pnincipais: nitrosaminas, benzopirenos e aminas aromaticas. A diversidade
do hébito do tabagismo e o consumo de tabaco sem emissdo de fumaga, como por
exemplo mascar tabaco com betel @ o consumo de rapé, contribuem iguaimente para ¢
desenvolvimento da doenca. O risco para o desenvolvimento de cincer nos fumantes é
aumentado em 6 vezes em relagdo a populagio ndo fumante e este risco sobe para 20
vezes se a localizacdo for a laringe (WAGMAN et al., 2003). Aproximadamente 90% dos
pacientes portadores de cancer na cavidade oral consomem tabaco (MYERS et al., 1996
e PORTUGAL et al., 1897). O consumo crénico e concomitante de tabaco e alcool pode
aumentar em 142 vezes o nsco de um individuo vir desenvolver CEC de cabega e
pescogo, em relagio a outro que ndo tenha nenhum dos habitos (hitp:/Awww.inca.gov.br).
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Etilismo

O aumento da permeabilidade da mucosa bucal pelo alcool, parece facilitar a agdo dos
agentes quimicos. O consumo prolongado do Alcool isoladamente, aumenta o risco do
desenvolvimento do carcinoma de cavidade oral em 6 vezes (PORTUGAL et al., 1997). A
deficiéncia de vitaminas, a diminui¢do da capacidade destoxificante do figado e a
desnutrigdo, conseqiientes do etilismo crénico, foram vistas promover a carcinogénese
deste fipo de tumor (MYERS et al., 1996).

infegdo viril

A etiologia viral associada ao CEC de cabe¢a e pescogo € encontrada em
aproximadamente 15% dos casos. O papiloma virus humano (HPV) ja foi detectado em
céncer de cavidade oral e a presencga deste virus foi descrita, como um fator de risco
independente aos habitos de tabagismo e etilismo (PORTUGAL et al., 1997). Estudos
epidemiolégicos deste virus no CEC de cabega e pescogo, revelam que sua presenga
varia entre 10% a 40% dos casos e os HPV 16 e 18 s&0 os tipos prevalecentes (MCKAIG
et al., 1998). O Epstein-Barr virus ja foi descrito estar associado com a etiologia do
carcinoma de nasofaringe (HIRANUMA et al., 1998).

Dieta

Viarios estudos epidemiolégicos confirmaram o efeito protetor conferido pelas vitaminas A,
C e carotentides (presentes em frutas, vegetais e pées) contra o cancer da cavidade oral,
em individuos tabaquistas e efilistas (MYERS et al., 1996).

Lesdes precursoras

As lesdes precursoras possuem um alto potencial de malignizag&o, principalmente nos
individuos considerados dentro do grupo de risco para o cancer de boca. Elas se dividem
em dois grupos, lesdes brancas e vermelhas. As lesbes brancas se caracterizam pela
coloraglo acinzentada ou esbranquicada e as principais séo: leucoplasias, liquen plano e
ceratose actinica. A eritroplasia é a principal lesfo vermelha considerada como risco de
cancer aumentado. Embora a eritroplasia seja mais rara do que as leucoplasias, esta



possui um potencial de malignizagdo maior. Outras lesdes vermelhas consideradas

precursoras sfo: liquen plano erosivo, Wipus eritematoso e a candidiase eritematosa
(CORTESINA et al., 1993).

Além dos fatores de risco citados acima, a doenca possui comelagbes com: a exposi¢io
cronica & fumaca emitida por fogdo 4 lenha (em ambientes pouco arejados) e consumo de
chimarréo, principaimente no CEC de cavidade oral, faringe e laringe (PINTOS et al.
1998); imunodepresséo, proteses dentarias mal ajustadas, ma higiene oral e, consumo de

maconha (embora seu grau de risco seja desconhecido) (PARISE, 2000 ¢ WAGMAN et
al., 2003).

Qualquer individuo que tenha alguma alteragdo no trato aerodigestivo superior por mais
de duas semanas ou que tenha uma protuberéncia tecidual assintomatica no pescogo,
deve ser examinado com suspeita de carcinoma (WAGMAN et al., 2003).

1.3 Patologia e do CEC de cabega e pescogo

O CEC de cabega e pescogo apresenta um padr@o macroscopico de crescimento
exofitico, ulcerativo @ verrucoso. A lesfio exofitica apresenta-se como uma massa de
tecido endurecida 3 apalpag¢do. A lesdo ulcerativa exibe ulceras de bordas elevadas e
fundo necrético e a lesdo verrucosa & caracterizada por projegdes papilares. Estas duas
ultimas lesbes descritas estdo mais associadas com a destruicio dos tecidos vizinhos,
possivelmente por isso, possuem um potencial maior de malignidade (PONTES et al.,
1996).

O tumor se caracteriza pela proliferagdo de células da camada espinhosa, que
freqientemente formam blocos ou ilhas, invadindo o tecido adjacente. A atipia e o
pleomorfismo (formas celulares variadas de uma mesma espécie) das células, a presenga
de diferencia¢do epidermédide sob a forma de queratinizagao citoplasmatica e a presenca
de pontes intercelulares variam de acordo com o grau histoloégico (PARISE, 2000).



As caracteristicas anatomopatolégicas encontradas no CEC de cabe¢a e pescogo séo
ferramentas importantes, que possuem impacto em seu prognéstico, monitoramento
clinico e conduta terap8utica. As principais serdo descritas a seguir.

Diferenciagéo tumoral

O CEC de cabega e pescogo pode ser classificado histologicamente como tumor bem
diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco diferenciado. O grau histolégico é
baseado na quantidade de queratinizacdo. Os tumores bem diferenciados possuem uma
intensa proedugdo de queratina pelas células neoplasicas e podem ser identificados pela
formacdo de agregados de material queratético, denominados pérolas comeas. Esses
tumores possuem minimo pleomorfismo, poucas mitoses e uma queratinizagio maior que
75%. Os tumores moderadamente diferenciados possuem uma queratinizagdo que fica
entre 25% e 50%. Os tumores pouco diferenciados possuem pior prognostico, pois
geralmente contém células aneuploides (aumento ou diminuigiio de um ou mais pares de
cromossomos, mas ndo de todos) e metastatizam mais precocemente se comparados
com as neoplasias mais diferenciadas. Possuem um grande pleomorfismo, uma
queratinizacdo menor que 25% e mitoses frequentes (WAGMAN et al., 2003; MYERS et
al., 1996, e PARISE, 2000).

Margem cirtirgica

O objetivo da cirurgia constitui na retimda da les&o deixando margens cirargicas
satisfatorias. Recomenda-se sempre que possivel, uma margem macroscépica entre 1 e 2
cm da mucosa livre da lesfo. A les8o tumoral precisa ser retirada de forma segura e
completa de seu sitio de origem, pois a obtengio de margens iivres ao término da cirurgia
possui um melhor prognéstico (PARISE, 2000). A literatura revela que 15% de todos os
carcinomas de cavidade oral, 9% dos carcinomas de orofannge, 4 % dos carcinomas de
laringe @ 3% dos carcinomas de hipofaringe, ndo sfo adequadamente excisados. A
positividade da margem cinirgica indica que 50% a 80% dos pacientes desenvolveréo
recorréncia iocal ou demonstrariic tumor residual na re-excisdo, se ndo houver terapia
adjuvante (MYERS et al., 19986).
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Tamanho do tumor

O tamanho do tumor é um dos componentes do sistema TNM de estadiamento de cancer
(que sera explicado no item 1.4). Onde o T corresponde ao: tumor primario; N: linfonodos
regionais @ M. metastase a distancia. Em geral, quanto maior o tamanho do tumor pior é o
prognostico. No entanto, se o tumor for grande e a invasdo da lamina prépria for

superficial ele tem melhor prognéstico se comparado com um tumor pequeno e profundo
(MYERS et al., 1996).

Localizagdo

Um dos fatores que influenciam na agressividade do carcinoma espino celular é a sua
localizagdo. Cada sitio anatdmico tem seu proprio padrio de disseminagdo e progndstico
(JOSEPH et al., 2002). Tumores que surgem em sitios visiveis a0 paciente sdo de facil
acesso cirargico. Além disso, quanto maior a vascularizagdo linfatica proxima &
localizagdo do tumor pior & o prognostico. Tumores de verdadeiras cordas vocais,
localizados em d&reas praticamente desprovidas de vasos linfaticos possuem um
prognostico melhor, se comparados com os tumores de laringe, base da lingua e
hipofaringe, localizados em dreas ricas em vasos linfaticos (MYERS et al., 1996).

Linfonodos e metastases regionais

O CEC de cabega e pescogo é conhecido por metastatizar predominantemente para as
vias linfaticas (MAULA et. al. 2003). A condigdo dos linfoncdos regionais é o principal
parametro para determina¢io do prognostico dos pacientes no CEC de cabega e
pescoco. Ela é verificada pelo N histolégico que classifica os linffonodos como: linfonodo
negativo (N-), linfonodo positivo e sem ruptura capsular (N+R-), linfonodo positivo e com
ruptura capsular (N+R+). O linfonodo positivo (N+R-) comparado com o negativo (N-) tem
associacdo com pior prognostico. Os linfonodos que exibem a ruptura capsular (N+R+),
reduzem ainda mais a sobrevida, quando comparados com os linffonodos positivos que
néo apresentam a ruptura capsuiar (N+R-). A presenca de apenas um linfonodo positivo e
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sem ruptura capsular diminui pela metade a baixa sobrevida de 5 anos. (MYERS et al.,
1998).

A presenga de metastases regionais @ observada em aproximadamente 30% dos
pacientes no momento do diagnéstico da lesdo bucal. No entanto, ¢ sitio de origem faz
com que haja variagdo neste percentual. Estima-se, por exemplo, que de 50 a 60% dos
pacientes com CEC do trigono retromolar (um dos sitios da cavidade oral), apresentem
metdstases regionais ja na primeira consulta médica. A freqliéncia da metastatizacéio em
geral & diretamente proporcional as dimensdes do tumor primario. Porém,
aproximadamente 25% dos pacientes que ndo apresentam evidéncia clinica de

metastases regionais ao diagnéstico, poderdo desenvolvé-las (MYERS et al., 1996) e
(PARISE, 2000).

As metastases linfaticas locorregionais podem atingir mdltiplos linfonodos cervicais
(localizados na regido do pescogo), 0$ quais possuem cinco niveis. O nivel | inclui os
linfonodos submentonianos e submandibulares. O nivel I1, 1ll, e IV inclui os linfonodos
jugulares intemos altos, jugulares intemos médios e jugulares intemos baixos,
respectivamente. O nivel V inclui os linfonodos da regido do tridngulo posterior (MYERS et
al., 1998).

Os sitios primdrios mais envolvidos na disseminag¢do do tumor primario para o pescogo
constituem as areas da mucosa do trato aerodigestivo superior, particularments,
orofaringe, laringe, hipofaringe e cavidade oral (MARCH e PINEDO, 2002). individuos que
previamente foram submetidos & cirurgia e tiveram recorréncia de metastase cervical,
possuem um percentual menor que 5 % de sobrevivéncia . Quanto mais inferior estiver o
nivel do linfonodo positivo (IV e V) pior € o prognéstico, por maior risco da doenga
metastatizar 3 distAncia (MYERS et al., 1996).
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Fatores prognésticos dos linfonodos cervicais

Os fatores que mais interferem no prognéstico do CEC de cabega e pescogo estdo
diretamente relacionados com os resultados do tratamento cervical, que em geral &
cirurgico. A técnica cinirgica do esvaziamento cervical é realizada para a retirada dos
linfonodos acometidos. Nesta técnica o pescogo € aberto lateraimente, a maior parte do
musculo esternocleidomastéide é removido, assim como linfonodos da regido cervical, a
veia jugular, o nervo espinhal acessério, a gl&ndula submaxilar e grande parte da giandula
parétida. A sobrevida do paciente é influenciada pela presenca de linfonodos positivos e
pelo nivel do linfonodo acometido. A invasao extracapsular € um fator prognéstico isolado
mais importante para predizer a recidiva locomregional (PARISE, 2000).

Metastase do carcinoma espino celular de cabega e pescogo

Metastases & distincia sdo observadas tardiamente e estima-se que ocorram em 10% a
30% dos pacientes. Os sitios mais acometidos s&o pulmbes, figado e ossos
(especiaimente vértebras, costelas e cranio). A recomréncia locomregional geraimente
precede metastases a distdncia. No entanto, entre 10% a 20% dos pacientes
desenvolverfo metastase 4 distdncia sem primeiro a doenga recomrer locorregionalmente
(MYERS et al., 1996). A literatura denomina este fenbmeno como “ skip metastase”, pois
a disseminagiio se desloca dos niveis cervicais de drenagem linfética aitos previsiveis
para os niveis mais baixos, aparecendo de inicio ja no nivel IV (PARISE, 2000).

1.4 Estadiamento do carcinoma espino celular de cabeca e pescogo

O sistema TNM de estadiamento do cancer foi criado em 1982, pela Uni&o Intemacional
Contra o Cancer (UICC) e American Joint Committee on Céancer (AJCC). Este sistema
constitui em uma avaliagéo clinica que permite desenhar estratégias de tratamento,
comparar resuitados e avaliar o progndstico dos pacientes com cncer. O T refere-se ao
tamanho do tumor primano, o N ao estado do linfonodo cervical @ 0 M refere-se &
presenga ou auséncia de metdstase a distancia (MYERS et al., 1996).
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Os parametros do estadiamento sio definidos por exames dlinicos, testes diagnésticos e
bidépsias. A combina¢do dos parametros TNM identficados, sugerem que tumores
menores © sem metastase cervical possuem melhor progndstico se comparados com
tumores maiores e com metastase; e que o cancer possui uma progressao légica iniciada
no sitio primario, podendo estender até pescogo para depois metastatizar a distancia
(MYERS et al., 1996).

A combinagfio da classificagdo T e N do sistema TNM determina os estadios, que vao de |
a |V. A tabela a seguir indica estadiamento do CEC de cabe¢a e pescogo (PARISE,
2000).
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Classificaciio TNM Descrigio

Tumor primério (T)

X Tumor primario que ndo podo ser avaliado

T0 N#o ha evidéncia de tumor primdrio

T1 Tumor de até 2 cm et seu maior didmetro

T2 Tumor maior gue 2 cm e menor que 4 cm em seu maior difmetro
T3 Tumor maior que 4 cm em seu maior didimetro

T4

Tumor maior que 4 cm com invasdo de estruturas adjacentes (base da
lingua, musculatura profunda, cortical éssea, pele cervical, seio maxilar
efc.)

Envolvimento nodal {N)

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastases regionais

N1 Metastase em linfonodo Gnico menor ou igual a 3 em em seu maior
didmetro

N2 Metistase em linfonodos multiples maiores que 3 ¢cm e menores que 6
cm em seu maior difmetro

N3 Metastase em linfanodo maior que 6 ¢cm em seu major diimetro

Metastases 4 distancia (M)

Mx Metastases a distdncia que ndo avalidveis

MO Auséncia de metastases & distancia

M1 Presenca de metdstases 4 disténcia
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A combinagio entre T, N ¢ M determina o astadiamento, conforme mostrado abaixo:

Nivel de envolvimento N e M | Tamanho do tumor : T0 T T2 T3 T4
NO MO - I Il i v
N1 MO n §l§ w n v
N2 MO v v v \Y v

v \Y) v v \Y)

M1 Com qualquer N ou T : estadio IV

O sistema de estadiamento clinico do CEC de cabega e pescogo € necessario, no entanto
apresenta falhas por deixar de considerar outros parametros importantes, como -por
exemplo: grau de diferencia¢do e espessura tumoral (particuiarmente importante para a
lingua), condigdo nutricional e imunologica do paciente, além dos parametros genéticos
moleculares, os quais tém sido cada vez mais estudados em cancer (MYERS et al,,
1968).

As ferramentas moleculares tém mostrado que as anadlises histologicas fatham na
detecgio de células neopldsicas nas margens do tumor. Varios autores estao observando
alteragbes no gene TP53 , por exemplo, nas margens cirurgicas de mais da metade dos
CEC de cabega e pescogo. Estas margens cirurgicas foram consideradas
histopatologicamente livre de tumores (BRAAKHUIS et al., 2003).

1.5 Campo de Cancerizagiio

O comportamento biolégico do CEC de cabega e pescogo faz dele uma doenga
heterogénea com padréo distinto de apresentagcdo (PARISE, 2000 e SIDRANSKY et al.,
2001). O aparecimento de multipios tumores primérios (MTP) de cabe¢a e pescogo é um
fendmeno conhecido e ocorre em 5 a 30% dos casos (PARISE, 2000). A incidéncia de
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segundos tumores primarios (STP) é de 10 a 35%, dependendo da localizagéo do
primeiro tumor primario e da idade do paciente (van OIJEN e SLOOTWEG, 2000).

Os MTP s&o definidos por critérios como: caracteristicas de malignidade definidas,
turnores distintos entre si e exclusdo de que um tumor seja metastase do outro. Os
tumores s&o classificados como sincrénicos, que sdo diagnosticados com intervalo de até
6 meses e metacronicos, diagnosticados com intervalo superior a seis meses, podendo
ocorrer no trato aerodigestivo superior, eséfago e puimdo (RAPOPORT et al., 2001).
Uma das principais causas para o desenvolvimento de MTP s&o os eventos induzidos por
carcinégenos, principalmente encontrados no hdabito tabaquista. individuos que s&o
fumantes e efilistas cronicos ,podem apresentar multiplas lesdes cancerosas e
" precursoras (MEYER et al., 1996; van OlJEN e SLOOTWEG, 2000).

Os STP sdo definidos como canceres que s&0 geograficamente separados, distintos e
nio conectados por modificagdes neoplasicas epiteliais originarias do cAncer primario. A
maioria dos STP ocorre na regido da cabeca e do pescogo e representam uma das
principais causas de morte em pacientes que apresentam lesbes em estagios iniciais.
Pelo menos 50% dos STP aparecem dentro do periodo de dois anos, a partir da terapia
inicial (MYERS et ai., 1996). O fendmeno da cancerizagho de campo tem sido
freqlientemente utilizado para explicar a aparigdo de STP, MTP e recoméncia local
(BRAAKHUIS et al., 2003 e WAGMAN et al., 2003).

O conceito de cancenzagdo de campo foi proposto em 1953 por Slaughter e
colaboradores, apds um estudo histolbégico abrangente do céncer de cavidade oral e de
sua mucosa adjacente. Foram observados graus vanaveis de displasia nas regides
vizinhas ao tumor invasivo. O termo canceriza¢do de campo comegou a ser utilizado apds
as seguintes observagdes: a) desenvolvimento de cancer oral em é&reas multifocais
provenients de modificagbes de lesbes pré-cancerosas; b) tecido anormal ao redor do
tumor; ¢) céncer oral freqiientemente consiste de multiplas lesbes independentes que as
vezes se agrupam; d) persisténcia de tecidos anormais apés a cirurgia pode explicar os
STP e as recomréncias locais (BRAAKHUIS et al., 2003).
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O fenébmeno da cancerizagio de campo 6 um conceito importante relacionado & histbria
natural do céncer de cabeca e pescogo, pois 6 encontrada também em les8es pré-
neoplasicas como algumas leucoplasias, as quais contém alteracbes genéticas
associadas ao céncer e por isso sdo consideradas como campo por definicdo. O
fendmeno do campo de cancerizagio também foi descrito em céncer de pulméo, eséfago,
vulva, célon, mama, bexigas e pele (BRAAKHUIS et al., 2003 e WAGMAN et al., 2003),

Atualmente, a cancerizagio de campo pode ser definida em termos moleculares e sua
posi¢ao no processo carcinogénico pode ser delineada. Neste contexto, tem sido utilizada
para discutir modeios de progresséo genética em varios tipos de canceres. Os estudos
sustentarm modelos de carcinogénese, nos quais existern campos de células alteradas
geneticamente. Essas alteragbes tém sido comparadas com as anomnalidades

encontradas na tecido, desde seu estado hiperplasico até carcinomatoso (SIDRANSKY et
al., 2001 BRAAKHUIS et al., 2003).
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1.6 Historia natural e epidemiologia molecular do CEC de cabega e pescogo

A historia natural do CEC de cabega e pescogo é particularmente relacionada ao seu sitio
de origem e classifica¢do TNM, que juntos constituem determinantes da agressividade da
doen¢a. A progressdo da doenga de atipia/displasia para carcinoma invasivo obedece a
uma ordem seqiencial. Um exemplo disto é que as lesdes pré-cancerizaveis, como as
entroplasias e leucoplasias, podem sofrer transformagfes malignas com a intensa
exposi¢do ao alcool e tabaco. A displasia € caracterizada por uma atipia celular, perda da
maturacdo normmal e estratificagdo epitelial. Esta é graduada ¢como média, moderada ou
grave. Na transigdo de displasia média a grave as anormalidades nucleares ficam mais
evidentes, as mitoses se tomam mais aparentes e hd um aumento da profundidade do
epitélio. Mutagbes especificas no DNA tém sido encontradas nas etapas de progressio
da doenga do CEC de cabec¢a e pescogo (MYERS et al., 1996 e WAGMAN et al_, 2003).

Nos uitimos anos uma atengao especial tem sido dada para a caracterizagdo molecular do
CEC de cabega e pescogo, com o objetivo de compreender melhor a biologia deste tipo
de tumor. Os mecanismos de regula¢gdo da proliferagdo celutar, desempenhados por
proto-oncogenes e genes supressores tumorais, possuem uma agao importante na
carcinogénese. Os proto-oncogenes promovem a proliferacdo celular ordenada e os
genes supressores tumorais controlam o crescimento celfular. A agdo dominante dos
oncogenes e a perda da fun¢gio dos genes supressores tumorais por metitagdo, delegéo
ou mutagdo possuem uma agdo importante na carcinogénese.

A evolugdo carcinogénica do CEC de cabega e pescogo inclui alteragbes de genes
supressores tumorais e oncogenes, por um evento inicial (como os habitos do tabagismo
e do etilismo cronicos, por exemplo), no epitélioc caracterizado morfologicamente como
hiperplasico. Essas alteragdes sdo cumulativas e transformam progressivamente o tecido
hiperplasico em displasia, carcinoma in situ até carcinoma invasiva (CALIFANO et al,,
1998). Especula-se que o CEC de cabega e pescogo apare¢a apés a ocorréncia de 6 a 10
eventos genéticos independentes (GONZALEZ et al., 1995).

Os agrupamentos das modificagbes geneticas em cada passo do céncer do CEC de
cabeca e pescoco, desde lesGes pré neoplasicas até cancer invasivo, tem permitido um
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A perda da heterozigosidade (LOH) na regido 9p21 & uma das alteragGes genéticas mais
comuns e ocorre em estagios iniciais da progressio deste tipo de tumor. O principal efeito
desta perda é a inativagio do gene supressor tumoral p76, um inibidor de quinase
dependente de ciclina (CDK) importante na regulacdo do ciclo celular. Na transigio do
epitéiio hiperplasico para displasico, pode haver perda alélica do cromossomo 3p21 e
17p13. Varnos estudos indicam que ha maltiplos genes supressores de tumor no
cromossomo 3p e que diversas delecGes (nele encontradas) se associam ao CEC de
cabecga e pescogo. A localizagio 17p13 abriga ¢ gene supressor de tumor TP53, que é
encontrado mutado em aproximadamente metade de todos os tipos de canceres
(SIDRANSKY et al., 2001 e CHAKRABORTY et al., 2003).

Perdas alélicas adicionais ocorrem em fases mais avangadas do estdgio de progressdo
da doenga. Mais de 35% dos CEC de cabe¢a e pescogo possuem perda alélica dos
cromossomos 4, 6p, 8 e 14; a regido do cromossomo 13 é deletada em 27% dos casos. A
regido 1023 onde se localiza o gene supressor de tumor pTEN, responsavel pela
promogdo da sinalizacdo e migragéo ceiular, se encontra envolvido nos estagios mais
avangados da doenga e em uma freqléncia de 10% (SIDRANSKY et al., 2001).

A regido 11q13 é particularmente importante, pois nesta regido ha o gene PRAD-1/Ciclina
D 1 (que codifica para uma proteina homénima) um dos responsaveis pela transi¢do da
fase G1 para a fase S do ciclo celular (MYERS et al., 1996). Este gene pode ser
encontrado com numero de cépias aumentado em até 10 vezes, é encontrado em 36%
dos casos de CEC de cabega e pescogo e se relaciona a agressividade da doenga por
ativar constitutivamente o ciclo celular (MYERS et al., 1996; SIDRANSKY et al, 2001 e
van QIJEN e SLOOTWEG, 2000) .

O aumento da expressido de integrinas e colagenases foi visto estar associado com o
potencial de invasio do CEC de cabega e pescogo. As diferentes expressées das
integrinas a6p4, a3p1 e a2p1 podem estar relacionadas com o potencial invasivo da
linhagem de carcinoma espino celular UM-SCC-1 (ORVILLE et al., 2002). Varios estudos
tém sugerido a participagdo de colagenases como as metaloproteinases e uroquinases ,
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na invasao celular tumoral do CEC de cabega e pescogo via controle de degradagio da
matriz extracelular (HASINA et al., 2003).

O gene mais estudado no CEC de cabega e pescogo é o0 TP53, pois esta mutade na
maioria dos casos, possui um padrio estdvel de mutagdo que é mantido durante o
processo de metastase. Esta manutenglo das mutagBes nos varios estdgios da
carcinogénese faz deste gene um bom marcador clonal. Isso pode ser importante, por
exemplo, na diferencia¢do de recoméncia tumoral local € STP. Além disso, 0 acimulo da
proteina p53 & um dos eventos mais comuns encontrados nas células do CEC (Mc
WILLIAMS et al., 2000; van OLJIEN e SLOOTWEG, 2000).

As alteragbes encontradas em oncogenes e genes supressores de tumor, bem como a
perda do controle das interagbes de suas proteinas, constituem um exemplo da perda do
equilibno do crescimento celular. Essas modificagbes podem ser decisivas para o
desenvolvimento tumoral, pois envolvem proteinas sinalizadoras fundamentais para a
proliferagfo celular, diferenciago e apoptose. Atualmente um grupo de proteinas que
participam da sinalizagdo celular, a familia dos receptores de fator de crescimento do
fibroblasto (FGFR), tem sido enfatizado devido & sua relevéincia em patologias humanas
(BELLOSTA et. al., 2001). Estes receptores desempenham o papel de sinalizadores
celulares, pela via das proteinoquinases.

1.7 Caracterizagio e funglo dos receptores de fator de crescimento do fibroblasto

As proteinoquinases séo enzimas que transferem um grupo fosfato terminal do ATP, para
um aminodcido especifico de uma proteina alvo. Elas s&o caracterizadas em dois grupos
de acordo 3 sua localizagdo celular. Os receptores com atividade de proteinoquinases,
que se situam na membrana celular e as proteinoquinases citossélicas, que ficam livres
no citoplasma da célula. O tipo de quinase & definido pelo aminoécido que ela fosforila na
proteina alvo (LEWIN, 2000). Os FGFR pertencem & familia das proteinoquinases
especificas de tirosina, constituindo receptores transmembranicos envolvidos na
sinalizagdo celular, via interagdo com a familia dos fatores de crescimento do fibroblasto,
o8 FGF (TERADA et al_, 2001).
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Os FGF possuem mais de vinte membros conhecidos, os guais participam de atividades
celulares diversas como proliferagéo e diferenciagio. Possuem fung¢lo importante durante

a embriogénese, e originam vérias células mesenquimais e neuroectodermais
(BELLOSTA etal., 2001).

Os FGFR interagem com os FGF para modularem suas atividades, Os FGFR possuem
quatro membros na familia, os quais compartilham uma estrutura conservada em um nivel
de homologia de 56-71% em suas sequéncias primarias, (HART et al., 2000). Seus
genes estdo distribuidos em diferentes cromossomos, que sfo codificados por quatro
genes: FGFR1 encontra-se no cromossomo 8, o FGFR?2 localiza-se no 10, o FGFR3 no 4
e 0 FGFR4 no 5 (ARMSTRONG et al,, 1992).

Os genes FGFR1, FGFR2 FGFRS3, sofrem processamento altemativo @ geram varias
isoformas. No entanto, o FGFR4 codifica um unico receptor (EZZAT et al., 2001). Estes
receptores possuem diferentes ligantes e distribuigdes teciduais (DICKSON et. al., 2000).
A organiza¢do estrutural dos FGFR é a mesma e a principal diferenga entre eles consiste
no numero de tirosinas que podem ser fosforiladas (KLINT et al., 1999).

A estrutura destes receptores é dividida em trés paries: uma porgao extraceiular com trés
dominios similares a imunoglobulinas, uma porgéo transmembranica simples e um
dominio de quinase especifico de tirosina, dividido em duas porgdes no citoplasma celular
(TERADA et al., 2001). A molécula de heparan sulfato é imprescindivel para a a¢ao
transdutora de sinais destes receptores. A transdugdo de sinal é iniciada com a ligagéo do
FGF nos FGFR em conjunto com o heparan sulfato, formande desta maneira um
complexo temario (DICKSON et al., 2000). A figura 2, mostra a estrutura do FGFR com
essas interagbes.
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Vérios estudos relacionados ao cancer tdm sido realizados com o gene FGFR4. Foi visto
que este gene medeia a ondulagdo da membrana das células do carcinoma de mama
podendo, desta maneira, estar envolvido com a motilidade celular em cancer (Xie et al.,
1999); estimula a proliferagéo de células eritroides, participa do desenvolvimento de tumor
pituitario (SHUNJIANG et al., 2002) e envolve-se nos eventos tardios da carcinogénese
de células beta murinos, em experimentos in vifro (CAVALLARO et al., 2001).

Recentemente foi enconirado um alelo do gene FGFR4, que foi denominado pelos
pesquisadores de FGFR4 Arg®®. O alelo FGFR4 Arg™® contém um polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP), que ocorre quando apenas um nucleotideo é trocado no codon .
A mudanga do nucleotideo guanina pelo adenina (G — A) no codon 388 do alelo FGFR4
Arg®® tem como conseqiiéncia a substituicio do aminodcido glicina (GGG) pelo arginina
(AAG), representados pelas letras letras G e R respectivamente (BANGE et al., 2002 e
JEZEQUEL et al., 2004 ).

O alelo FGFR4 Arg*™ que possui a substituicho G388R, apresenta-se em
aproximadamente 50% da popuia¢do humana e é indécuo em individuos saudaveis.
Entretanto, foi visto que pode predispor pacientes portadores de céincer, a uma
progressdo significativamente acelerada da doenga. Em céncer de mama foi associado
com a diminuigdo da sobrevida livre de doenga e em cncer de colon, com metatases
linfonodais @ metatases linfonodais avangadas. A freqliéncia de sua distribuigdo é de 58
% para alelos homozigotos Ghi-Gli, 31,5% para alelos heterozigotos Gli-Arg e 10,5 % para
alelos homozigotos Arg-Arg. A distribui¢do deste polimorfismo foi descrita em cancer de
mama na Russia (Gli-Gli 44%, Gli-Arg 48% e Arg-Arg 11%), na Alemanha (Gli-Gli 47%,
Gli-Arg 42% e Arg-Arg 11%) e no cancer de colon na Itafia (GH-Gli 45%, Gli-Arg 46% e
Arg-Arg 9%) (BANGE et al., 2002).

Fatores associados ac CEC de cabega e pesco¢o continuam sendo estudados para uma
melhor compreensdo do tumor. Considerando que: a condicdo dos linfonodos regionais é
o principal parémetro para determinagdo do prognostico dos pacientes no CEC de
cabega e pescogo, que ao diagnéstico a presenca de metastases regionais é muito
comum e que aproximadamente 25% dos pacientes que ndo apresentam evidéncia ciinica
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de metastases regionais ao diagnéstico poderdo desenvolvé-las, a investigagdo da

associacdo do alelo FGFR4 Arg*® com a diminuicdo da progressdo desta doen¢a,
mostrou-se interessante.

Ate o presente momento, ndo ha estudos que demonstrem o impacto do alelo FGFR4
Arg®*® em céincer de cabega e pescoco.

Além de auxiliar eventualmente no prognéstico, a importdncia do estudo das
proteinoquinases de membrana em céncer é que estas constituem alvos candidatos para
o desenho de drogas. Estas atuariam na intervencgdo da sinalizagdo destes receptores por
abordagens que utilizam anticorpos monocionais, inibidores de moléculas ATP,
imunotoxinas e ofionucleotideos anti-senso (ZWICK et al., 2002 e ROSEE et al., 2002).
Medicamentos como Herceptina e Gleevec ja disponiveis comercialmente, interferem na
agdo patoldgica das proteinoquinases e constituem ferramentas importantes na terapia
contra © cancer de mama e leucemia mieléide crdnica, respectivamente (BANGE et al.,
2002).

Neste trabalho pretendemos estudar a possivel implicagdo do alelo FGFR4 Arg*® na
progresséo e baixa sobrevida dos individuos portadores de CEC de cabega e pescogo,
em amostras provenientes de espécimes anatomopatolégicos.
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2. OBJETIVOS
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O objetivo deste estudo foi correlacionar os dados clinicos de 75 pacientes portadores de
CEC primario de cabega com a incidéncia do alelo FGFR4 Arg** , para que pudesse ser
possivel a verificagdo do seu impacto no prognéstico desta doenga.
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3. CASUISTICA E METODOS
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3.1 Casuistica

Os pacientes portadores de CEC de cabega e pescogo incluidos neste estudo foram
acompanhados pela mesma equipe cirurgica no periodo de 1996 & 2001. As amostras
foram predominantemente no Hospital Sirio Libanés e os pacientes ndo receberam
tratamento clinico prévio. O tipo de material analisado proveio de espécimes
anatomopatolégicos armmazenados sob a forma de blocos de parafina ou lAminas com
secgdes de 3 um espessura. Foram incluidos 75 pacientes portadores de CEC
comprovados por bidpsia neste estudo. Setenta e trés pacientes foram investigados
quanto a presen¢a do alelo FGFR4 Arg388. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica @ Pesquisa da Sociedade Beneficente de Senhoras - Hospital Sirio Libanés e pelo
Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP.

Caracteristicas da populagio estudada

A idade variou de 22 a 89 anos com média de 59,8 anos, 61 individuos do sexo masculino
e 14 do feminino. A localizagdo do tumor primario foi em 29 pacientes (43,2%) cavidade
oral, 12 (17,9%) orofaringe, 18 (26,9%) laringe e 8 (11,9%) hipofaringe. Em termos de
tratamento, 65 dos 75 pacientes foram submetidos a cirurgia para o tumor primario e 71
submetidos a esvaziamentos cervicais. A histologia das lesbGes primarias mostrou
margens adequadas (tumor primario ou esvaziamento) em 53 (70,7 %) das pegas, exigua
ou comprometida em 13 (17,3%) e nfo informada em 9 (12%); em termos de
diferenciagdo foram considerados bem diferenciados 20 (26,7 %), moderadamente
diferenciados 38 (50,7%) e pouco diferenciados 18 (21,3%), A histologia dos
esvaziamentos resuftou em 29 (38,7 %) N-, 20 (26,7 %) N+R-, 22 (29,3%) N+R+.
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3.2 Métodos

3.2.1 Extragdo do DNA

Testar 3 metodologias foi necessario, principalmente para os materiais provenientes das
laminas, pois estas continham 2 tipos de fixadores e o aderente organo silano. As
secgdes dos espécimes anatomopatolégicos provenientes das laminas, tinham uma
espessura de 3 pm e foram removidas por raspagem, com bisturi estérii descartavel
Feather numero 11 (Feather Safety Razor CO. LTD. Medical Division). As raspagens 5
laminas fixadas com formol tamponado ou com acido formol acético Carlo Erba, foram
utilizadas para avaliar os trés protocolos de extragéo de DNA testados, quanto a obtencéo
de acide nucleico de qualidade. O mesmo foi feito para as amostras provenientes dos
blocos de parafina, que possuiam 20 pm de espessura. Os métodos utilizados foram
detalhados e a descri¢do segue-se abaixo.

3.2.2 CHELEX-100

Este método utiliza a resina Chelex-100, na extragac. As proteinas séo adendas na resina
e o acido nucleico pode ser separado na fase superior, apés a adigdo do cloroférmio na
amostra.

As secgles provenientes dos blocos e a raspagens das [aminas foram colocadas em
tubos eppendorfs de 1,5 ml. Adicionou-se a este tubo 1 ml de Tris-EDTA Tween-20 0,5%
(50 mM de Tris, 1mM de EDTA e 0,5% de Tween-20 pH 8.0). Apds esta etapa, as
amostras foram submetidas a um aguecimento de 30 segundos a uma poténcia de 60 W,
no microondas. Uma centrifugacao de 10 minutos a 13.000 RPM foi aplicada aos tubos,
que foram colocados no gelo até a formagdo de um botdo de parafina. O botéo de
parafina formado no sobrenadante, foi retirado com pipeta juntamente com o tampé&o. As
amostras foram lavadas 2 vezes com alcool 70% e a centrifugagdo de 10.000 RPM foi
realizada entra as etapas. Apds a etapa de lavagem, nos tubos contendo as secgbes de
20 um, foram adicionados 480ul do tampao Tris-EDTA Tween-20 e 10mg/mi da enzima
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proteinase K. Nos tubos contendo o material proveniente das laminas, foram adicionados
240l do tampao Tris-EDTA Tween-20 e Smg/ml da enzima protainase K. A digestao do
material ocomeu overmight 4 56 ‘C em banho Maria. Para a etapa de purificacdo do acido
nucleico, nos tubos que continham as secgdes de 20 pm utilizou-se 250 pl de Chelex-100
a 5% em Tris-EDTA (50 mM de Tris, 1mM de EDTA) e 250 pl de cloroférmio. Para as
amostras provenientes das 1aminas utilizou-se 100 ul de Chelex-100 a 5% em Tris-EDTA
(50 mM de Tris, 1mM de EDTA} e 100ul de cloroférmio, na etapa de purificagdo. As

amostras foram centrifugadas por 10 minutos e a fase superior foi estocada & - 20°C.

3.2.3 Kit Nucleon HT para tecidos duros da Amersham Life Science.

Este metodo utiliza a resina Nucleon na extragdo. As proteinas sdo aderidas na resina,
que fica na intérfase e o acido nucleico fica na fase superior. A execucdo desta
metodologia foi conforme as instrugdes do fabricante.

3.2.4 Fenol-Cloroformio-Alcool-Isoamilico (FCAI)

Tem como principio ser solvente organico.

Para a etapa de retirada da parafina adicionou-se 1ml de xilol em cada tubo, os quais
ficaram por 20 minutos a 80 "C. O material foi centrifugado por 5 minutos & 7500 RPM,
novamente foi adicionado xilol e as amostras foram incubadas por 2 minutos a
temperatura ambiente. A etapa de lavagem foi realizada com sucessivas etapas, as quais
foram adicionadas 1 mi de: etanol a 100%, 75%, 50%, 25% e agua bidestilada. As etapas
de lavagem do material foram intercaladas, com centrifugagéo de trés minutos a 13200
RPM e o sobrenadante sempre foi descartado. Apds a etapa de retirada da parafina. Nos
tubos que continham sec¢des de 20 um foram adicionados 480 ul do tampao Tris-EDTA
Tween-20 e 10 mg/ml da enzima proteinase K. Nos tubos que continham as raspagens
das lAminas foram digenidos com 240 pl de Tris-EDTA Tween-20 e 5 mg/ml da enzima
proteinase K. A digestdo do material ocorreu ovemnight a 56 °C, em banho Mana, A
purificagdo iniciou-se com a adigdo de 200ul de FCAI (25:24:1) e 200! de Tris-EDTA
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Tween-20500p! de FCAI (25:24:1), homogeneizagdo por 5§ minutos e centrifugacéo de
13.200 RPM por trés minutos. O sobrenadante foi retirado e foram adicionados 200ul de
FCAI aos tubos, que foram novamente homogeneizados e centrifugados por cinco
minutos & 13.200 RPM. O sobrenadante foi retirado e colocado em outro tubo; a ele
adicionou-se para precipitagdo: 50u! de acetato de sédio 3 M, 1 ml de etanol absoluto.
Apds esta etapa, as amostras foram submetidas a um vértex vigoroso e incubadas por §
minutos no gelo seco. Ap6s uma centrifugagéo de 30 minutos a 4 °C o sobrenadante foi
desprezado e o tubo ficou a temperatura ambiente até secar complemente. Apds esta
etapa o material foi ressuspenso em 50 ul de agua bidestilada e estocado a—20°C.

3.2.5 Avaliagdo integridade do DNA

Apés a extragio, realizou-se uma eletroforese com o tampdo TAE 1x (40 mM de Tris-
Acetato, 1mM de NaZEDTA, pH 8.0), em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio, de 5ul de amostra e 1pl do tampdo de comrida blue dextran (Invitrogen), para
verificar a integridade do DNA extraido.

3.2.6 Eficdcia dos métodos de extracido do &cido nucleico

A eficacia dos métodos foi avaliada com a amplificagao do exon 3 do gene hMSH2, que
possui 380 pares de bases, pela técnica de Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR).
Cerca de 300ng de DNA (extrato dos espécimes anatomopatologicos) foram amplificados
com os primers . sense GCT TAT AAA ATT TTA AAG TAT GTTC e anti-sense GCC TTT
CCT AGG CCT GGA ATC TCC, em uma solugdo com volume final de 50ul, contendo: 25
pmoi de cada primer; 200 mM de desoxinucleosideos (dAPT, dCTP, dGTP, dTTP); 2,5
mM MgCly; 1x tampéo da enzima, 2Ul Taq polimerase e agua deionizada e bidestilada
autoclavada até completar o volume de 50ul. O material para amplificagdo do exon 3 do
gene hMSH2 foi submetido ao seguinte protocolo de amplificagdo: 1 ciclo de
desnaturagdo de 5 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C 30
segundos, anelamento e extenséo & 58 °C de 30 segundos, e um ciclo finat de extensio
de 10 minutos a 72 °C. A reagdo de PCR foi realizada em um termociciador automatico
(no termociclador GeneAmp PCR System 2400, Applied Biosystems). O resultado da
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amplificagao foi verificado no fotodocumentador Image Master VDS, Pharmacia Biotech,
apés eletroforese a8 120 V em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio.,
utilizando-se o tampdo TAE 1X.

3.2.7 Protocolo de seqlienciamento do gene hMSH2

Uma amostra extraida com FCAl foi seqlienciada para verificar a integridade do DNA
extraido das laminas de parafina. O equipamento utilizado foi ¢ seqUenciador automético
ABI Prism 377 (Perkin Elmer). O produto de PCR foi purificado e submetido a reagao de
sequenciamento utilizando o kit de sequenciamento Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer), empregande a AmpliTaq DNA polimerase.
Utilizou-se o primer sense.

3.2.8 PCR-RFLP do exon 9 do FGFR4

A técnica de PCR-RFLP é utilizada na identificagdo de polimorfismos ou mutagdes que
determinam a alteragdo do padréo de clivagem, devido a substituicdes pontuais em sitios
de restrigdes, obtidos a partir de uma determinada regido do DNA. O aleioc FGFR4 Arg‘m
identificado recentemente mostrou-se interessante para este trabalho, devido o CEC de
cabega e pesco¢o possuir um percentual significativo de metastatizar locorregionalmente.

3.2.9 PCR do exon 9 do FGFR4

Cerca de 50 ng de DNA proveniente dos espécimes anatomopatolégicos e de sangue
periférico. O sangue periférico foi utilizado como controle da reagéo de PCR, pois 0 DNA
extraido deste material @ mais preservado do que os provenientes dos espécimes
anatomopatolégicos. A amplificagdo ocorreu conforme BANGE e colaboradores (2002)
com, primer sense; GAC CGC AGC AGC GCC CGA GGC CAG e anti-sense AGA GGG
AAG AGG GAG AGC TTC TG. Em uma solugdo com volume finai de 25 pl, contendo: 0.6
pmol de cada primer; 6 mM de desoxinucleosideos (dAPT, dCTP, dGTP, dTTP); 3,0 mM
MgCl;; 1x tampdo da enzima, 1Ul Taq polimerase e agua deionizada e bidestilada
autoclavada até completar 0 volume de 25 ul. O material para amplificagio do gene
FGFR4 foi submetido ao seguinte protocolo de amplificagdo: 1 ciclo de desnaturagao de 5
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minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 95° C 30 segundos, anelamento
e extensao a 57° C de 30 segundos, e um ciclo final de extensdo de 10 minutos a 72° C. A
reacdo de PCR foi realizada em um termociclador automatico (GeneAmp PCR System
2400, Applied Biosystems). O resultado da amplificagdo foi verificado no
fotodocumentador Image Master VDS, Pharmacia Biotech, apos eletroforese a 120 V em
gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio, utilizando-se o tampdo TAE 1X. A
reagdo de PCR gerou um fragmento de 168 pares de bases. O resultado da amplificago
foi verificado no fotodocumentador image Master VDS, Pharmacia Biotech, apds
eletroforese a 120 V em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio, utilizando-se
0 tampao TAE 1X.

3.2.10 RFLP (digestéo) do exon 9 do gene FGFR4

O fragmento de 168 pares de bases foi submetido a uma incubag¢io de 12 horas com a
enzima de restricio BstN1 (New England Biolabs) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Ap6s a digestdo enzimatica o alelo FGFR4 GIi*®*® foi caracterizado por
fragmento com tamanhos de: 109, 37 e 22 pares de bases; o alelo FGFR4 Gli/Arg®® foi
caracterizado peia presenga dos fragmentos de 109, 82, 37, 27 e 22 pares de bases e 0
alefo FGFR4 Arg™®, foi caracterizado pelos fragmentos de 82, 37, 27, 22 pares de bases.
A eletroforese utilizou Gene Phor {Pharmacia Biotech), o Kit GerieGel Clean 15/24
(Pharmacia Biotech), que forneceu um gel nao desnaturante na concentragao de 15% de
acrilamida sem glicerol; as instrugdes do fabricante foram seguidas. O resuitado da
amplificagdo foi verificado no fotodocumentador (image Master VDS, Pharmacia Biotech).

3.2.11 Seqienciamento do exon 9 do gene FGFR4

O sequenciamento das amostras foi realizado com o seqlienciador automatico ABI Prism
377 (Perkin Elmer). O produto da PCR que flanqueou a regi&o do coédon do gene FGFR4
foi submetido a reagdo de seqlenciamento, utilizando o kit de seqilenciamento Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin Eimer). A AmpiiTag DNA
polimerase (enzima modificada com igual afinidade para cada dNTP, que serve para
aumentar a especificidade da reagéo) foi empregada nesta reacéo. O primer anti-sense foi
utilizado para esta finalidade.
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A reacdo de sequenciamento para o gene FGFR4 (regido do codon 388) foi realizada
com um volume final de 10 pl. Os reagentes e concentragdes utilizados foram: Primer:
1,6pmol, Big Dyes em concentragdes de 1x e 1 pl do produto da PCR nas bandas com
alta intensidade e 5 pi, nas bandas menos intensas. A rea¢ao foi completada com &gua
bidestilada até atingir o volume final de 10 pl.

O material foi submetido ao seguinte protocolo de reagio de seqlienciamento; 1 ciclo de
desnaturagdo de 2 minutos & 96 °C, seguido de 35 ciclos de 20 segundos de

desnaturagdo a 96° C, 10 segundos de anelamento a 50° C e 4 minutos de extensao a
60° C.

3.3 Andlise estatistica

As curvas de sobrevida foram obtidas pelo método Kaplan-Meier e as diferengas na
sobrevida entre subgrupos foram avaliadas pelo Log-Rank. Para verificar o efeito de
diversas variaveis ao mesmo tempo ufilizou-se o Modelo de Regressdo de Cox. O
software utilizado foi SPSS v1Z e diferengas com p < 0.05 foram consideradas
significantes.
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4. RESULTADOS
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4.1 Extracdo de DNA

Optou-se em principio, pela comparagéo dos métodos de extragdo de DNA para posterior
aplicagéo nas amostras de interesse. Isso se fez necessario pois a obten¢fo de acido
nucieico de qualidade, dos materiais provenientes dos espécimes anatomopatolégicos,
constitui uma etapa critica que pode interferir em etapas posteriores. Como o tipo e o
tempo de fixagdo podiam interferir na exiragdo de DNA, testes com os dois fixadores
utilizados nas amostras provenientes das {aminas, foram feitos. As raspagens 5 laminas
fixadas com formol tamponado ou com &cido formol acético Carlo Erba, foram utilizadas
para avaliar os trés protocolos de extragdo de DNA testados (todas as amostras
provenientes das laminas continham o aderente organo siiano). A eficacia dos métodos
de extragdo foi testada com a amplificagdo do exon 3 do gene hMSH2, que gerou um
fragmento de 380 pares de bases. As sec¢des dos blocos de parafina, que possuiam 20

pm de espessura, tambem foram testadas.

4.1.2 Resultados e andlise dos métodos testados para extracio de DNA com
CHELEX-100 5%

O protocolo CHELEX-100 5% testado na extragdo de DNA foi o conforme COOMBS N.J.
et. al., 1999. Segundo referéncia 0 método era rapido, de baixo custo e permitia a
obtengdo até do RNA com sucesso nas amostras provenientes de bloco de parafina. Nas
amostras armazenadas em laminas esta técnica mostrou-se ineficaz. Varias modificagbes
foram testadas neste protocoio, porém quando os testes para amplificagéo peia técnica de
PCR eram feitos, nunca reproduziam os mesmos resultados e na maioria das vezes a
reagdo para a amplificagdo do exon 3 do gene hMSH2, ndo ocorria. Em uma das
tentativas, por exemplo, apenas no experimento 6 figura 3, foi obtido sucesso. Isso pode
ter ocorrido possivelmente por permanéncia de residuos dos blocos de parafina, que
poderiam interferir na reacdo. As amostras provenientes dos blocos de parafina com
seccdo de espessura de 20 um, tiveram resultados excelentes com este protocolo, na
amplificagio do FGFR4, regido do cbdon 388 (figura 8). Neste tipo de material
(proveniente dos blocos) este foi 0 método de extragdo de DNA utilizado.
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4.1.3 Resultados e andlise dos métodos testados para extragdo de DNA com Kit
Nucleon HT para tecidos duros da Amersham Life Science

O método ndo foi adequado para as amostras armazenadas em laminas, pois foi obtido
sucesso na amplificagdo apenas quando 18 laminas fixadas com Carlo Erba foram
utilizadas, portanto ndo é& recomendado para materiais escassos, figura 4. Esta
metodologia mostrou-se eficaz na obtengo de acido nucleico proveniente dos espécimes
anatomopatolégicos armazenados em blocos de parafina {dados ndo mostrada) . No

entanto, € mais trabalhosa e custosa se comparada com o protocolo de extragdo
CHELEX-100 5%.

4.1.4 Resultados e analises dos métodos testados para extragio de DNA com Fenol-
Cloroférmio-Aicool-isoamilico (FCAI)

O melhor dos 3 métodos foi o0 que utilizou FCAI, pois amplificou as amostras a partir da
raspagem de 5 !laminas, com reprodutibilidade do resultado. Nestas amostras, esta
metodologia demonstrou eficacia apenas quando a precipitagdo ocorreu overnight a —
70°C. No presente momento utiliza-se gelo seco por 5 minutos para agilizar a extragéo
figura 5. A metodologia mostrou-se igualmente eficaz nas amostras provenientes dos
blocos de parafina .
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4.1, Avaliagdo da eficacia dos métodos de extragio do &cido nucleico, pela amplificagio
do gene Hmsh2.

Amplificagdes pela técnica de PCR do exon 3 do gene hMSHZ2, foram realizadas para
verificar a viabilidade da amplificagcBo génica nas amostras provenientes dos espécimes
anatomopatolégicos. Este experimento, que o laboratério ja havia padronizado, foi
testado nos trds métodos de extracfio de DNA escolhidos. O f._jmento gerado nesta
amplificagdo foi de 380 pares de bases um tamanho perto do limite para amplificagbes
provenientes de espécimes anatomopatolégicos, segundo SHIBATA e colaboradores
(1994). O controle positivo foi uma amostra extraida de bloco de parafina, que ja havia
sido testada com sucesso na reagio de PCR. O controle negativo serviu para detectar
eventuais contaminagdes. Resultados mostrados nas figuras 3,4 e 5.

4.1.7 Seqienciamento do exon 3 do gene hMSH2

O seqiienciamento do exon 3 : gene hMSH2 foi testado em alguns espédfnes extraidos
com FCAIl e com Chelex-100 & 0.5%. para verificar a aplicacéio desta técnica neste tipo de
amostra. Logo na primeira tentativa' 1 excelente resultado fo  bservado, conforme mostra
figura 7. A abordagem do seqiienciamento foi previamente testada, para confirmar os
¢ 0s duvidosos da PCR-RFLP do alelo FGFR4 Arg388. Os - troferogramas possuem a
letra correspondente acima e todas puderam ser perfeitamente identificadas. Isso indica

uma boa rea¢dio, 0 que toma as amostras provenientes dos espécimes « giveis a esta
ferramenta.

Figura 7 : seqlenciamento do exon 3 do gene hMSH2 do DNA proveniente de espécime
anatomopatolégico estraido com F-C-A-l,



4.1.8 PCR do alelo FGFR4 Arg®® ( exon 9)

Os amplicons ~2rados com a reagfio de PCR |1 ra o exon 9, it '80 do alelo FG| 14
A fo n de 168 pares de bases. A reagi de PCR foi obtida com sucesso e
r thuma alteracdo prec wu ser realizada em suas concentragdes originais de
reag tes. A figura 8 mostra a amplificacio bem sucedida dos espécimes
anatom atolc~‘c  Cor  confrole positivo foi utilizado uma amostra de sangue
nariférico.

Figura B: Eficicia da amplificacio do fragmento onde hé o SNP, alelo FGFR4 Arg¥® . Colunas 1, 2
3 sfo amoatras provenientes dos espédmes anatomopatolégicos. O C+ da reacdo teve a utilizacdo
ds nplificaglio de uma amostra proveniente de sangue periféico. 0 C-4 ¢ ttole de contaminacdo
da rea¢fio de PCR, sem DNA. M, representa marcador de peso molecular de 50 pares bases.

4.1.9 RFLP do exon 9, alelo FGFR4 Arg*®

O alelo FGFR4 Arg® foi caracterizado pela presenga de dois fragmentos distintos de
82 e 27 pares de bases. A digestAo do alelo nomal (Gli**®) gerou um fragmento de
109, 37 e 22 pares de bases. A reagdo de digestdo foi obtida com sucesso, conforme
demonstra figura 9.
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4.1.10 Seqiienciamento do exon 9,

Amdane

alelo FGFF - = ™ ° —l

Figura 10 Figura 10 A

Figura 10: Eletroferograma do sequénciamerto do alelo FGFR4 Arg®®, que
possui o padrio de heterozigose Gli / Arg.

Figura 10A; Regiio aumentada da figura 10. A linha roxa tracejada indica o
aumento do pico que representa o nuclectideo A e sua sobreposicic com o
nudeotidec G, caracterizando a heterozigose FGFR4 Gli/Arg®e.

noy

Figura 11 Figura 11A
Figura 11: Eletrcferograma do sequénciamento do alelo FGFR4 Arg®®, que
possui 0 padr@o de homozigose Arg / Arg.

Figura 11A: Regiic aumentada da figura 11. A linha roxa tracejada indica o
aumento do pico que representa o nudectideo A, que nfo sobrepbe-se com o
nudeotideo G, caracterizando @ homazigose FGFR4 Arg>®®.

FILTTETTY

Figura 12, Eletroferograma do sequénciamento do alelo do FGFR4 Arg®, qi
possui o padrio normal Gli / Gli.

Figura 12 A: Regifio aumentada da figura 28, que identifica ¢  slo FGFR4 Gl
A linha roxa tracejada indica o pico gue representa G. N&o hd aumento do pico
do nudeotidec A.



4.2 Andlise estatistica

O estudo foi realizado em 75 pacientes com poriadores de CEC de cabega e pescogo. A

analise estatistica foi feita com o software SPSS v12.

4.2.1 Estatistica Descritiva

Iniciaimente foi realizada a andlise descritiva dos dados, através das quais podemos
conhecer as caracteristicas estatisticas das variaveis envoividas no estudo. Estas

caracteristicas foram apresentadas em forma de tabeias ou graficos, onde, nas tabeias,

foram utiizadas as freqléncias relativas (percentuais) das classes de cada variavel

qualitativa e a freqiiéncia absoluta (N). As tabelas de fregii@ncia estdo apresentadas

abaixo e elas representaram as bases para a andlise de sobrevida',hque foi realizada pelo

teste de Kaplan-Méier e Log-Rank.

Sexo (tabela 1)

Percentuais
Fregiidncias | Percentuais Validos Percentuais Cumulativos
Validos  Feminino 14 18.7 187 “t 18.7
Masculino 61 81.3 81.3 100.0
Total 75 100.0 100.0
Tu Primério {tabela 2)
Percentuais
FreqUéncias | Percentuais Validos Percentuais Cumulativos
Validos Qutros 65 86.7 86.7 86.7
Hipofaringe 10 133 13.3 100.0
Total 75 100.0 100.0
Estagio Clinico (tabela 3)
Percentuais
Frequéncias { Percentuais Validos Percentuais Cumulativos
Validos stage | 2 2.7 27 27
stage Il 7 8.3 9.3 . 120
stage Il 24 320 320 44.0
stage IV 42 56.0 56.0 100.0
Total 75 100.0 100.0




N Histolégico {tabela 4)

Percentuais
Frequéncias | Percentuais Validos Perceniuais Cumulativos
Validos N- 29 38.7 40.8 ) 40.8
N+ 42 56.0 592 100.0
Total 71 94.7 100.0
Missin Nao
° aplicavel 4 53
Total 75 100.0
Margem Cirirgica (tabela 5)
Percentuais
Freqiuéncias | Percentuais Validos Percentuais Cumulativos
Validos  suficiente 53 70.7 80.3 80.3
insuficiente 8 12.0 1386 93.8
exigua 4 53 6.1 100.0
Total 66 88.0 100.0
Missing missing 9 12.0
Total 75 100.0 -
Diferenciagdo (tabela 6)
Percentuais Percentuais
Fregiiéncias | Percentuais Validos Cumulativos
Validos pouco 16 213 216 216
moderado 38 50.7 514 73.0
bem 20 26.7 27.0 100.0
Total 74 98.7 100.0
Missing missing 1 1.3
Total 75 100.0 .
Invasfo Perineural {tabela 7)
Percentuais
Fregliéncias Percentuais Validos Percentuais Cumulativos
Validos ausente 39 52.0 58.2 £8.2
presente 28 373 41.8 100.0
Total 67 89.3 100.0
Missing ignorado 8 10.7
Total 75 100.0
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Adjuvancia (tabela 8)

BlBLIOTECA ‘
Facuidade de Ciéncias Fannaceulicas
Universidade de Sao Paulo

Percentuais
FreqUéncias Percentuais Validos Percentuais Cumulativos
Validos  radio 37 493 50.0 i 50.0
gt+rxt 15 200 203 70.3
néo 22 293 29.7 100.0
Total 74 98.7 100.0
Missing ignorado 1 i3
Total 75 100.0
FGFR4 (tabela 9)
Percentuais
Freguéncias Percentuais Vaiidos Percentuais Cumulativos
Validos  gligli 42 56.0 57.5 ' 57.5
gli-arg 27 36.0 37.0 84.5
arg-arg 4 53 55 100.0
Total 73 97.3 100.0
Missing ignorado 2 27
Total 75 100.0
Gli-Gli vs. X-Arg (tabela 10}
Percentuais
FreqUéncias Percentuais Validos Percentuais Cumulativos
Validos  gli-arg '
ou arg- 31 41.3 42.5 425
arg
gii-gli 42 56.0 57.5 100.0
Total 73 97.3 100.0
Missing ignorade 2 27
Total 75 100.0
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4.2.2 Histc —"ama de idade

14

12

10

8-

Freqy

u- —-— — —
20 3 4 SO 6 70, 60
Idade
O histograma de idade mostra a média de idade da populag&io estudada, que foi de 59

anos.

4.2.3 Graficos de Sobrevivéncia e Respectivos Testes de Log-Rank

Para avaliar a influéncia de alguma variavel foram construidas curvas de Kaplan- léier
para cada categoria destas varidveis @ a comparag&o para verificar se uma ou outra
categoria pode aumentar ou nio a chance de sobrevida, fai utilizado o teste de Log-Rarnk.
Os resultados dos testes estéo apresentados na tabela 11.
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modelo de Regresséo de Cox. A vantagem deste modeio é que ele verifica a importdncia
de uma variavel, levando em consideragio a influéncia de outras.

Como o ndmero de variaveis era muito grande, foram utilizadas para este modelo, apenas
as varidveis que ja apresentaram significancia estatistica na an4lise univariada (teste de

Log-Rank), as que apresentaram alguma tendéncia (p>0,05 e p<0,10).

Tabela 12: Varidveis utilizadas para a anélise multivariada.

Freqléncias
N 0=N - 28
Histologico 1=N + 33
Margem 1=suficiente 50
Cirurgica 2=insuficiente 7
3=exigua 4
Adjuvancia 1=radio 34
2=QT + rxt 6
3=néao 21
G-Gvs. X-A  O=gli-arg ou arg- 24

arg

1=gli-gli 37

Tabela 13: Resultados do modelo de Regressdo de Cox.

Risco
lo de Confi 85.0%
Coeficient | Significani |  Relativo  [—rtervalo de Confianca ( )
eB a p-value, Exp({B) Minimo Maximo
N N+ 1.480 0.002 4.392 1711 . | 1270
Histolégico o
Margem suficiente 0.002
Cirurgica insuficiente 0.407 0.442 1.502 0.533 4235
exigua 2539 0.000 12.883 3.158 50.771
Adjuvancia Radio 0.011
QT + mxt 0578 0.365 0.561 0.161 1.956
néo 1.376 0.004 3.957 1.557" 10.059
GGvs. XAl ghrargouarg- | g 74 0.037 2.184 1.048 4.550
arg
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Interpretagdo dos coeficientes da analise multivariada realizada por Regressio de
Cox

¢ Pacientes com N histolégico positivo (génglic acomatido) tém 4,39 vezes mais chance
de obito do que os pacientes com N histologico negativo; ’

+ Pacientes com Margem cirurgica exigua tem 12,66 vezes mais chance de 6bito do que
os paciente com Margem cinirgica suficiente;

¢+ Pacientes sem adjuvancia tem 3,96 vezes mais chance de ter ¢bilo do que os
pacientes que recebem radicterapia ou radio-quimioterapia; _

¢ Os pacientes portadores do alelo FGFR4 Arg®® ou FGFR4 Gli/Arg™® (representados

nos graficos por X-A), tém 2,18 vezes mais chance de 6bito se comparados com os
pacientes portadores do alelo FGFR4 Gii*® (representado no graficos por G-G).
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4.2.8 Funclo de sobrevida e risco acumulado
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Gréficos 10 e 11: Acima s80 mostradas as fungbes de Sobrevida (esquerda), e Risco Acumulado
(direita), preditas pelo modelo de Cox, para dois casos possiveis da covariavel relativa ao alelo
FGFR4. Aqui ha duas variaveis fixas representadas por 1: FGFR4 GIi*® (representade por G-G) e
2: FGFR4 GlilArg®® ou FGFR4 )ﬁurg:‘“"5 (representado por X/A). Os valores das outras covariaveis do
modelo correspondem com seus respectivos valores médios (ver tabela 14).

Tabela 14: Valores médios das Covariveis

Varidveis Valor médio
N Histologico (N+) 0.541
Margem Cir {insuf.) 0.115
Margem Cir (exigua) 0.066
Adjuvancia (QT+xt) 0.098
Adjuvancia {n&o) -+ 0.344
G-Gvs. X-A ({X-A) 0.383
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5. DISCUSSAO
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DISCUSSAO

O carcinoma espino celular de cabega e pescogo é um tumor que apresenta uma
sobrevida baixa, pois geraimente é diagnosticado em fase avangada. O tratamento desta
doenga ainda € predominantemente cirurgico e neste aspecto nas ultimas décadas houve
pouca evolugdo. Outros pardmetros além da classificagao TNM tem sido utilizados, como
uma tentativa de melhorar 0 monitoramento clinico dos pacientes. Um destes par&@metros
sdo as analises molecutares com uso crescente na area médica e que d&o suporte para o
entendimento de doengas complexas como o cancer.

O interesse clinico na pesquisa de fatores prognodsticos gerados pela abordagem
moiecular, consiste na possibilidade de modulagdo do comportamento bioldgico dos
tumores. Neste contexto, os polimorfismos genéticas, especialmente os polimorfismos de
nuclecotideo unico (SNPs) tém sido estudados para investigar a suééeptibiiidade individual
em relagdo a agressividade de vanas doencas, sensibilidade as drocgas e efeilo do
tratamento (BRAZELL et al., 2001 e KIRK et al., 2002).

Varios estudos com SNP foram realizados para verificar o compo‘rtamento biolégico de
tumores. AMEYAW e colaboradores (2002), por exemplo, " identificaram que ©
polimorfismo que substitui o aminoacido valina por uma leucina no cddon 655 no
protooncogene HER 2 (também conhecido como erbB-2 ou neu) predispbe a um risco
maior para o desenvolvimento do cancer de mama em mulheres jovens. Outro estudo foi
realizado pela equipe de IUGHETTI (2001), na qual identificaram que o polimorfismo
D104N, no gene da endostastina, que predispde ao desenvoivimento de tumores
malignos da prostata.

Além de constituir um determinante biolégico, os polimorfismos e SNPs também podem
definir respostas as drogas, principalmente se estiverem relacionados as enzimas que as
metabolizam. Estas podem agir diminuindo o metabolismo de algumas drogas ou
aumentando os fiscos de efeitos colaterais. Neste tipo de abordagem, os polimorfismos e
SNPs mais estudados estdo nos genes: citocromo P450, CYP2D6, CYP2C19, CYP2AS,
CYP2C9, CYP2E1, genes da glutationa S-transferase GSTM1 e GSTT1 (BRAZELL et al.,

2002).
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Neste contexto é que surgiu a justificativa para este estudo, pois (BANGE et al., 2002 e
MARIMOTO et al., 2003) identificaram que o SNP (G—A) que substitui uma glicina por
uma arginina no cédon 388 do gene FGFR4, constitui um fator prognéstico para o céncer
de mama, célon e sarcomas de tecidos moles e & inécuo em individuos saudaveis.
Recentemente, o estudo Embora o estudo realizado por Jézéquel e colaboradores (2004)
n&o encontrou relevincia do atelo FGFR4 Arg™®, no prognéstico do cAncer de mama,
contrariando estudos anteriores. Estudos em outros tipos de tumor ou a verificacdo de

resuttados obtidos por (BANGE et al., 2002 e MARIMOTO et al., 5003) ndo foram ainda
descritos.

A presenga do alelo FGFR4 Arg® foi verificada mediante a utilizagio da PCR-RFLP e
sequenciamento. A escolha das metodologias adequadas para a obtengfio do Acido
nucleico foi a principal responsével pela viabilidade deste es@udo, pois permitiu a
aplicagdo das ferramentas utilizadas com sucesso em todas as arﬁostras, apesar da baixa
integridade do DNA proveniente dos espécimes anatomopatolégicos.

As lesdes que foram estudadas representaram a realidade de nosso meio, pois a maiona
dos pacientes apresentava estadiamento avangado. O que é esperécio]‘é que esta doenga
é tipica de paises em desenvolvimento e leva com ela todo o efeito desta caracteristica
" como por exemplo, falla de informacgédo, acesso médico precario, subavaliagdo médica e
desnutricdo,

wn

Este estudo teve como objetivo correlacionar os dados clinicos de 75 pacientes
portadores de CEC primario de cabega com a incidéncia do alelo FGFR4 Arg®® | para que
pudesse ser possivel a verificagdo do seu impacto no prognéstico desta doenca. O
modelo da doenc¢a & aplicvel para esta anslise e até o preéénté momento ndo ha
publicagdes indicando a relevancia do alelo FGFR4 Arg®™® neste tipo de céncer.

A distribuicdo do alelo tem sido estimada na freqiiéncia de 58 % para F\GFR4 GIi**® (aleios
homozigotos Gli-Gli), 31,5% para FGFR4 GI/Arg®® (alelos heterozigotos Gli-Arg) e 10,5 %
para FGFR4 Arg*® (alelos homozigotos Arg-Arg). A distribui¢éio deste alelo foi descrita em
céncer de mama na Russia (Gli-Gli 44%, Gli-Arg 48% e Arg-Arg 11%), na Alemanha (Gl

L1



T
Facuidade de Ciencias Farmacéuiicas
Universidade de Sao Paula

Gli 47%, Gli-Arg 42% e Arg-Arg 11%) e no cancer de cSlon na ltalia (Gli-Gli 45%, Gli-Arg
" 46% e Arg-Arg 9%) (BANGE et al., 2002).

A frequéncia de distribuiclio dos alelos encontrada na presente pesquisa foi de 56%
homozigotos FGFR4 GIi*® (42 pacientes), 36% para heterozigotoé FGFR4 Gii-Arg®® (27
pacientes) e 5,3% para homozigotos FGFR4 Arg®® (4 pacientes). O grupo do homozigoto
FGFR4 Arg™®, por ter sido identificado em um baixo nimero de amostras, foi analisado
com os heterozigotos FGFR4 Gli-Arg®®. A distribuicdo do alelo na populagdo deste
estudo ficou mais proxima da italiana e alemaA. B

O alelo FGFR4 Arg®® mostrou correlagdo com a baixa sobrevida dos pacientes
portadores de CEC priméario de cabega e pescogo, neste estudo. Este resultado sugere
que este SNP & um fator progndstico também neste tipo de cancer, além de cdlon, mama
e sarcoma de tecidos moles {BANGE et al., 2002 e MARIMOTO ‘e;t al., 2003). A analise
multivanada identificou que os pardmetros mais implicados foram: acometimento
ganglionar {N histoiégico), margem cirlrgica exigua, pacientes sem adjuvlincia. e a
presencga do alelo FGFR4 Arg®®. ‘

-

As possiveis intera¢des bioquimicas serdo abordadas para tentar explicar estes efeitos na
populacdo estudada. A interacdo dos figantes de FGFR, podem mediar vanos tipos de
respostas em um microambiente, entre elas: adesao celular, d.egradat;.éo de matnz
extracelular, angiogénese e interagio com proteoglicanos de hépahan sulfato (HSPG);
que serio discutidas a seguir.

A interagdo do alelo FGFR4 Arg®® pode ocorrer via receptores de FGFR com moléculas
de adessio. CAVALLARO e colaboradores mostraram em ensaios com ratos transgénicos
(Rip 1 Tag 2), que a adesividade matriz-célula do carcinoma de células B pancreaticas
parece depender da sinalizagio de FGFR4 induzida pela molécula de ades&o N-CAM.
Outra molécula de ades#io, a caderina-N, foi identificada como um dos componentes
envolvidos na complexa via de sinalizagéo das células p pancreatiéas, formando a triade
N-CAM/FGFR/caderina-N. Neste mesmo modelo, 0s pesquisadores verificaram que a
perda da fungfio da N-CAM promoveu a formacao de metastase predominantemente ac

linfonodo local,
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O aumento no numero de linfonodos com doenca disseminada foi detectado no estudo
realizado por BANGE e colaboradores, que verificou o impacto da presenca do alelo
FGFR4 Arg®® no cancer de colon. Desta maneira, o fenétipo FGFR4 Arg® pode estar
relacionado com um pior prognéstico nos pacientes com cancer, péf romper um possivel
complexo de sinalizagao existente entre as moléculas de ades&o e FGFR4 (CAVALLARO
et al, 2001 e BANGE et al., 2002). Isso ocorre pois a substituico do aminoécido glicina
(de carga neutra) pelo aminoacido arginina (carregado positivamente), no dominio
transmembranico do FGFR4, ocasiona mudanca conformacional do receptor.

O rompimento das vias de controle das moléculas de adesdo constituem uma hipétese
para a agdo do FGFR4 Arg™. No entanto, as vias de estimulos de enzimas que
degradam matriz extracelular também poderiam explicar o comportamento biolégico mais
agressivo deste alelo. Em pacientes com cancer, o controle da exp;essao destas enzimas
pode ser mediado via FGFR e seu ligantes.

Os FGFRs, os HSPG, as integrinas e as propriedades biomecanicas do microambiente
extracelular podem modular a resposta migratéria das células, induzidas por FGF
(BOILLY et al., 2000).

O FGF-2 se liga aos FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4 e regula a expressdo das
colagenases (ex. metaloproteinases), ativador do plasminogénio tipo ‘uroquinase (uPA),
inibidor do ativador de plasminogénio (PAIl-1), receptor de uPA (BIKFALVI et al, 1997).
- Estas moléculas podem estar envolvidas no fendtipo maligno do céncer, pois participam
do remodelamento fisiolégico e patologico da matriz extracelular, bem como da
degradacéo desta necessaria para a migragdo das células e angiogénese. (BOILLY et al.,
2000)

A motilidade celular ¢ um processo requerido para a invasdo local, intrainvasao,
extrainvasido de células tumorais e angiogénese. Estudos in vitro revelaram que a
linhagem de carcinoma maméro MDA-MB-231, mostrou uma mptilidade reduzida em
ensaios de migra¢do nas células que expressavam o alelo FGFR4 Gli**® (em homozigose)
em relagdo as células que expressavam o alelo FGFR4 Arg®®. A motilidade diminuida do



alelo FGFR4 Gli*® parece estar relacionada com o aumento da adesividade celular
(BANGE et al., 2002).

Vérios estudos sugerem que as hidrolases que degradam mdktiplos ¢componentes da
membrana basal, como uPA e as colagenases (como as metalopfoteinases), tém fungio
na promogao da invaséo celular tumoral, via sua capacidade de controlar a degradacéo
da matriz extracelular. Essas enzimas foram descritas no envolvimento da progressso do
CEC de cabega e pescogo (BOYD et al., 1999).

-

Além disso, os estimulos angiogénicos desencadeados por FGF-2, quando
descontrolados, também podem influenciar no fenétipo invasivo do cancer. Os
surgimentos de novos microvasos podem contribuir com o crescimento tumoral e também
permitir que células tumorais entrem na comente sangi]i'nea e metastatizem
(DELLACONO et ai., 1997).

A angiogénese tumoral geralmente ocome em um ambiente hipéxico e estimula a
liberagdo de FGF-2 pelos macrdfagos. O FGF-2 também pode ser liberado por processos
como mornte celular, injuria quimica e cicatrizagdo. O CEC de cal?eq:a € pescogo é um
conhecido tumor hipoxico e o aumento de FGF-2 e de seus redeptores foi identificado
neste tipo de tumor (DELLACONO et al., 1997 e BEASLEY et al., 2001).

Além de participar da adeséo celuiar, degradac#o de matriz extra cglular e angiogénese o
alelo FGFR4 Arg *® pode interagir com HSPG.

A modificacso conformacional da proteina FGFR4 Arg™®, provavelmente interfira na
interacdo do complexo temnario FGFR/FGFHSPG, imporiante para engatilhar a
transdugo de sinais. Uma das causas possiveis consiste na desestabilizagéo das forcas
de atracdes eletrostéticas existentes entre as moléculas integréntes deste complexo
temario, que & mantido por interagdes idnicas; estrutura, topografia, conformagao e 6timo
contato van der Waals entre as cadeias de HSPG; disposiglo espacial dos aminoacidos
carregados positivamente no sitio de ligagao da HSPG com os dHefentgs FGFs (RAMAN

etal., 2003).
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Os HSPG s#o carregados negativamente (WONG e Burgess 1996) e dependendo da
localizagdo da substituicio do aminoécido giicina (com carga neutra) pelo aminoacido
arginina (carregado positivamente) na modificagdo conformacional do receptor,
consequiente desta substituicao e que d4 o fenétipo FGFR4 Arg™®, bodé haver uma maior
atracdo eletrostatica no complexo devido &s diferengas das cargas das cadeias de HSPG
(com carga negativa) e do aminoécido arginina (com carga positiva).

A meia vida dos FGFs é estabilizada pela interagio FGF/HSPG, que protege FGF
(BOILLY et al., 2000) e FGFR (WU et al., 2001) da degradagio broteolitica. A forga de
atrag&o existente entre as cargas das cadeias de HSPG (carregadas negativamente) e do
aminoacido arginina (com carga positiva) podem aumentar ainda mais esta estabilizag3o.
No entanto, esta hipdtese podera ser confimada apenas quando a cristalografia da
interago FGFR Arg®/FGF/HSPG estiver disponivel. o

O aumento do tempo da interacdo do complexo FGFR/FGF/HSPG, conferido pela atragao
eletrostatica entre cargas opostas das cadeias de HSPG {carregadas negativamente) e do
aminoacido arginina {(com carga positiva), poderia explicar 0 aumento da expressao do
RNA mensageirc encontrado nas células poritadoras do alelo FGFR4 ‘Arg®. O aumento
da express&o deste RNA mensageiro pode ocorrer também, por aumento de sua
estabilidade conferida pelo fenétipo FGFR4 Arg™.

As diferengas de respostas ao FGF nas células, podem estar relag[onadas as mudangas
nas taxas de FGFs ligados as células. O tempo da ativagdo do receptor, bem como a
quantidade, quaiidade e disponibilidade do ligante parece ter uma repercusséo importante
para o tipo de resposta celular observada (BOILLY et al., 2000).

Em células de cancer de mama, o heparan sulfato extracelular pode ajudar a direcionar o
comportamento fenotipico das células por uma ativagdo diferencial dos FGFRs, pois foi
visto que a migragdo celular dependia preferenciaimente de como FGF-1 se associava
aos cognatos, FGF-1 associa-se as glicosaminoglicanas heparan sulfato A (HSGAGA),

A



para mediar proliferagdo e migragfio celular via FGFR1/FGFR2 e o FGF-2 as
glicosaminoglicanas heparan sulfato B (HSGAGB), para mediar proliferacio por FGFR-1
(NURCOMBE et. al., 2000).

P

A heparina e os analogos de heparina fucoidan e dextran sulfato foram descritos como
ativadores diretos do FGFR4, mas nfio no FGFR1. A heparina se liga com forte afinidade
ao FGFR4 no dominio de imunoglobuiina extracelular 2 (BIKFALVI et al, 1997). E provavel
que a modificag&o conformacional do receptor FGFR4 Arg** deixe o dominio de ligagéo
do FGFR4 com a heparina mais acessivel 4 ag30 desta. Essa pbde ser também, uma

possivel explicagéo para 0 aumento do RNA mensageiro das células que possuem o alelo
FGFR4 Arg®,

Em resumo, o CEC de cabega e pescogo pode criar um ambiente hipéxico que induz a
liberagao de FGF-2. O FGF-2 pode se ligar receptor FGFR4 para induzir degradagéo de
matnz, que é necessaria para angiogénese e matilidade celular. A modificagdo
conformacional, resultante da substituicdo do aminocéacido glicina por arginina no cédon
388, pode interferir na sinalizag#o das moléculas de adesdo mediadas por FGFR4; nos
sitios de agdo da heparina (um ativador direto do FGFRA4), afém de eventualmente
desestabilizar as ligagbes eletrostaticas na triade FGFR/ FGF/HSPG importante para
engatilhar a transducgao de sinais.

As alteragOes presentes em oncogenes e genes supressores tumorais constituem
mecanismos chaves para a fase inicial do cancer, podendo levar 4 ativagio do FGFR4. A
presenca do alelo FGFR4 Arg® ou FGFR4 Gli*® pode ter um impacto decisivo no
prognostico destes pacientes, pois esta presente desde o inicio da carcinogénese.
Estudos prévios identificaram que o alelo FGFR4 Arg®® tem uma _gxpresséo aumentada
em relagdo ao FGFR4 GIi**® e o nivel de expresséo possivelmente seja o grande
diferencial entre os alelos para desencadear diminuigdo na sobrevida dos pacientes com
cancer (MARIMOTO et al., 2003).

Os dados clinicos dos paciente com CEC de cabega e pescogo as;pciaram-se & presenga
do alelo FGFR4 Arg*®. Houve uma significativa diminuicdo da sobrevida nos individuos
portadores deste alelo. O CEC de cabega e pescogo muito freqientemente & encontrado
com metéstases locorregionais ao diagnéstico. Muito provavelmente, este alelo esteja
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envolvido neste comportamento pois est4 presente desde o inicio da carcinogénese
interferindo nas sinalizagbes de degradag&o de matriz, necessdrias para migragio celular
e angiogénese. E muito provavel que ele esteja envolvido com o potencial metastatico
precoce de lesSes iniciais e isso infere que a presenca deste alelo-ﬁossa definir a conduta
do tratamento nas dreas de drenagem cervical, j4 que mostrou um valor prognéstico
importante na populagéo estudada. Um pior prognédstico foi observado apts 24 meses
para os pacientes portadores alelo FGFR4 Gli/Arg*® ou FGFR4 Arg**®se comparados aos
FGFR4 GI*®, o que poderia conduzir 3 uma terapéutica agfessiva, que levara a
indicag8o de esvaziamento cervical mesmo quando o tumor primaro for submetido a
preservagao de 6rgéo. Possivelmente o alelo FGFR4 Arg™, tenha impacto também na
metastatizacdo a distdncia. No entranto, seria necessario obter um seguimento mais

-

longo do que o obtido nesta série.

PERSPECTIVAS

‘Q FGFR4 possui atividade de quinase tirosina. Nos ultimos anos este tipo de molécula
tem sido muito estudada, pois constitui alvo candidato para o desenho de drogas.
Medicamentos como Herceptina e Gleevec ja disponiveis comergiglmente, interferem na
aglo patoldgica das proteinoquinases e s#o utilizados nas terapias contra o cancer de
mama e leucemia mieldide cronica, respectivamente (BANGE J. et al., 2002).

O alelo FGFR4 Arg®™ mostrou ter um impacto importante nos paciente de CEC de cabega
e pescogo, servindo como um incentivo em abordagens terapéuticas que utilizam estes
receptores.
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6. CONCLUSAO




O alelo FGFR4 Argm mostrou ter um impacto importanie na diminuicio da sobrevida dos
pacientes portadores de CEC de cabeca e pescogo. Os resultados indicaram que este
alelo possui grande valor prognostico e que pode ser utilizado como um marcador de
progresséo do carcinoma espino celular de cabega e pescogo.
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