UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
. DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
T e ¥

JESSICA LUANA DOS SANTOS

Expressao de Ber-EP4 e sua correlagao com progndstico em
carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco

Ribeirdo Preto
2019



JESSICA LUANA DOS SANTOS

Expressao de Ber-EP4 e sua correlacao com progndstico
em carcinomas de células escamosas de cabeca e
pescoco

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo, como requisito para
obtencao do titulo de doutora no Programa de Pos-
Graduacdo em Patologia — nivel Doutorado.

Orientador: Prof. Dr. Alfredo Ribeiro-Silva

Ribeirdo Preto
2019



AUTORIZACAO PARA REPRODUCAO

Autorizo a reproducao e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualguer meio

convencional ou eletrbnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

Dos Santos, Jessica Luana

Expressao de Ber-EP4 e sua correlagdo com prognostico em carcinomas de
células escamosas de cabecga e pescogo.

108p: il.; 30 cm

~ Tese de doutorado apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP
- Area de concentracdo: Patologia.

Orientador: Ribeiro-Silva, Alfredo

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas; cancer de boca; cancer de cabeca

€ pescoco; imuno-histoquimica; Ber-EP4.




A referida pesquisa foi desenvolvida nos seguintes espacos:

- Laboratdrio de Histopatologia, do Departamento de Estomatologia, Saude
Coletiva e Odontologia Legal da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto
— Universidade de Sao Paulo;

- Laboratdrio de Microscopia, do Departamento de Estomatologia, Saude
Coletiva e Odontologia Legal da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto
— Universidade de Sao Paulo;

- Laboratdrio de Oncopatologia, do Departamento de Patologia e Medicina Legal
da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo.

- SAME: Servico de Arquivo Médico, do Hospital de Clinicas de Ribeirdo Preto
(HCRP).



AGRADECIMENTO A AGENCIA DE FOMENTO

Seguindo a Portaria n® 206, de 4 de setembro de 2018, publicada no Diario

Oficial da Uniao:

"0 presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior- Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001"



FOLHA DE APROVAGAO

DOS SANTOS, J.L. Expressao de Ber-EP4 e sua correlacao com
prognostico em carcinomas de células escamosas de cabeca e

pescoco.

Data da Defesa da Tese:

Prof. Dr.

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo, como requisito para
obtencao do titulo de doutora no Programa de Pos-
Graduacao em Patologia — nivel Doutorado.

S R

BANCA EXAMINADORA

Instituicao:

Julgamento:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento:

Assinatura:




DADOS CURRICULARES

Nascimento

JESSICA LUANA DOS SANTOS

12 de novembro de 1991 — Mariluz/PR

Filiacdo Aparecido Donizete dos Santos e Maria Lucia de Oliveira Santos

2009-2013 Graduacao em Odontologia

2014-2016

2016-Atual

Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Brasil.
Trabalho de conclusao de curso: “Avaliacao epidemioldgica das
lesdes diagnosticas pelo laboratério de histopatologia do curso de
odontologia da Unioeste (LabPAT) em um periodo de 21 meses”
Orientadora: Profa. Dra. Ana Lucia Carrinho Ayroza Rangel

Bolsa Fundagao Araucaria e Bolsa Unioeste de Iniciacao Cientifica

Mestrado Académico em Odontologia

Universidade Estadual do Oeste do Parana- UNIOESTE, Brasil.
Dissertacao: “Expression of Beta Catenin, Geminin and MCM2 in
Sporadic and NBCCS-related Keratocystic Odontogenic Tumor”
Orientador: Prof.a. Dr2. Ana Lucia Carrinho Ayroza Rangel

Bolsa Capes

Doutorado em Patologia

Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto/USP, Brasil.

Projeto: Expressdo de Ber-EP4 e sua correlacao com prognostico
em carcinomas de células escamosas de cabega e pescoco.
Orientador: Prof. Dr. Alfredo Ribeiro-Silva

Bolsa Capes



EXPRESSAO DE BER-EP4 E SUA CQRRELA(;AO COM
PROGNOSTICO EM CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS DE
CABECA E PESCOCO

RESuUMO

Introducgdo: O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) é um
dos canceres mais prevalentes do mundo e envolve os carcinomas de diversos sitios
anatomicos, como boca (labio e cavidade oral), faringe (nasofaringe, hipofaringe e
orofaringe) e laringe. A taxa de recorréncia do CCECP varia de 18 a 76% para pacientes
em tratamento. O Ber-EP4 é um anticorpo monoclonal que reage contra um grupo de
glicoproteinas transmembranares com 34kD e 39kD que sdo encontradas na superficie
e no citoplasma de células epiteliais, exceto no epitélio escamoso e no mesotélio.
Carcinoma de células basais (CBB) expressam Ber-EP4 na maioria dos casos, no
entanto, alguns casos de CCECP podem expressar este marcador. Logo, este trabalho
avaliou um painel imuno-histoquimica, incluindo o Ber-EP4, em 597 casos de CCECP,
na tentativa de estabelecer correlagdes clinicopatoldgicas.

Materiais e métodos: Foram selecionados 597 casos de CCECP dos arquivos do
Servico de Patologia (SERPAT) da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto (FMRP) que
foram montados em blocos de microarranjo tecidual (TMA). Os cortes histoldgicos
foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica utilizando o anticorpo monoclonal
Ber-EP4, bem como EMA, CD138, CD10, vimentina, Ki-67, ciclina D1, p21 e p27.
Resultados: Dos 597 casos avaliados, 485 eram de pacientes homens e 112 de
pacientes do género feminino. A idade média no diagndstico foi 60,26 anos e a
populacao leucoderma foi predominante. O tabagismo e etilismo, sincronicos, somaram
271. A maioria das lesdes ocorreu em orofaringe, seguido por cavidade oral,
hipofaringe e laringe, labio ou pele, nasofaringe e rinofaringe, e seios paranasais. O
estadiamento foi realizado em 437 pacientes, sendo que tumores T4 foram mais vistos,
N2 e N3 foram os mais prevalentes e a presenca de metastase a distancia foi
constatada em 11 casos. 567 casos foram avaliados sobre a expressao de Ber-EP4,
sendo destes 187 positivos este marcador, a maioria apresentando expressao focal de
intensidade fraca. Os casos positivos e negativos para Ber-EP4 apresentaram o0 mesmo
padrao de expressao para EMA, CD138, CD10, vimentina, Ki-67, ciclina D1, p21 e p27.
A sobrevida de pacientes com tumores Ber-EP4 positivos foi menor do que os com
tumores negativos.

Conclusao: Uma parcela consideravel dos CCECP expressou Ber-EP4. A expressao de
Ber-EP4 foi maior em pacientes com histdria de tabagismo. O Ber-EP4 nao influenciou
a expressao de outros marcadores, nem alterou a taxa de proliferagao celular. O Ber-
EP4 atuou como marcador de progndstico ruim para CCECP.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas; cancer de boca; cancer de cabega
e pescoco; imuno-histoquimica; Ber-EP4.



EXPRESSION OF BER-EP4 AND ITS CORRELATION WITH
PROGNOSIS IN HEAD AND NECK SQUAMOUS CELL CARCINOMAS

ABSTRACT

Background: Head and neck squamous cell carcinoma (CCECP) is one of the most
prevalent cancer worldwide including several anatomical sites as mouth (lips and oral
cavity), pharynx (nasopharynx, hypopharynx and oropharynx) and larynx. CCECP
recurrence rates vary from 18 to 76% in patients under treatment. Ber-EP4 is a
monoclonal antibody reacting against a 34-39kD transmembrane glycoprotein family
found in surface and cytoplasm of epithelial cells; but squamous epithelia and
mesothelia. Basal cell carcinomas (BCCs) expresses Ber-EP4 in majority, however,
some CCECPs can express it. This study aimed to evaluate an immunehistochemistry
panel with Ber-EP4 in a large series of CCECP trying to stablish clinicopathological
correlations.

Material and methods: 597 CCECP cases were selected from Pathology Service
(SERPAT) of Ribeirao Preto Medical School (FMRP) to compose a tissue microarray
(TMA). Histological sections were obtained and submitted to immunohistochemical
reactions using Ber-EP4, EMA, CD138, CD10, vimentin, Ki-67, cyclin D1, p21 and p27.
Results: From the total, 485 cases were from male and 112 from female patients.
Median age at diagnosis were around 60 years old and white people were predominant.
Smoking and drinking, together, accounted 271 cases. Most of lesions occurred in
oropharynx, followed by oral cavity, hypopharynx, larynx, lip, nasopharynx and
rinopharynx, and paranasal sinuses. 437 cases had TNM staging. T4, N2/N3 tumors
were more prevalent and distant metastasis were identified in 11 cases. 187 cases
expressed Ber-EP4, with predilection to focal and weak expression. Both, positive and
negative Ber-EP4 cases presented same expression profile on EMA, CD138, CD10,
vimentin, Ki-67, cyclin D1, p21 and p27.

Conclusion: A considerable part of CCECP expressed Ber-EP4, and the expression
were higher on patients who asserted to tobacco abuse. Ber-EP4 expression did not
influence on other expression levels neither altered cellular proliferation rates. In this
study, Ber-EP4 acted as a poor prognosis marker.

Key words: Squamous cell carcinoma; mouth cancer; head and neck cancer;
immunehistochemistry, Ber-EP4.
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1. INTRODUGAO

O cancer de cabeca e pescoco é um dos 10 tipos mais prevalentes de cancer
no mundo. E uma doenca multifatorial, que pode afetar labios, cavidade oral,
orofaringe, nasofaringe, rinofaringe, hipofaringe, seios paranasais e laringe (Bagan et
al., 2010, Bray et al., 2018). No Brasil, estima-se a ocorréncia de cerca de 11.200
novos casos de cancer de cavidade oral em homens e 3.300 novos casos em mulheres
para cada ano do biénio 2018-2019 (INCA, 2018).

Cerca de 90 a 95% dos casos de cancer na regido de cabeca e pescoco sao
diagnosticadas como carcinoma de células escamosas (CCE). O CCECP — carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco — € uma doenca de alta prevaléncia mundial
e progndstico desfavoravel (Bray et al., 2018, Curado et al., 2016, El-Naggar et al.,
2017, Gillison et al., 2015, Macfarlane et al., 1995, Scully and Bagan, 2009b). Muito é
estudado sobre os perfis moleculares e imuno-histoquimicos desta doenca, no entanto,
ndo ha na literatura estudos envolvendo o uso do anticorpo Ber-EP4 em uma ampla
série de CCECP, nem estudos avaliando a conexao entre a expressao deste com
progndstico.

Este estudo propde-se a avaliar, além do Ber-EP4, outros marcadores de
diferenciacao, como EMA (antigeno de membrana epitelial), CD138, CD10 e vimenting,
somando a marcadores de proliferacao e ciclo celular, como Ki-67, ciclina D1, p21 e

p27, a fim de estabelecer imunofendtipos para os casos avaliados.
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2. Revisdo de Literatura
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2. REVISAO DE LITERATURA

CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABECA E PESCOGO (CCECP)

O carcinoma de células escamosas (CCE) é uma neoplasia maligna de origem
epitelial com diferenciacdo escamosa e corresponde a mais de 90% dos canceres de
boca (Warnakulasuriya, 2009). Apesar de sofrer variagdes de acordo com as regides
geograficas, o carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) é um
dos mais prevalentes no mundo, e, quando o tumores localizados em orofaringe sao
incluidos, torna-se a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo (El-Naggar et al.,
2017). O CCECP afeta principalmente homens a partir da quarta década de vida, no
entanto, as maiores taxas ocorrem entre os 50 a 70 anos de idade (Llewellyn et al.,
2001).

O CCECP envolve os carcinomas de diversos sitios anatdmicos, como boca (labio
e cavidade oral), faringe (nasofaringe, hipofaringe e orofaringe) e laringe (Sannigrahi
et al., 2017). Este grupo de tumores é associado com altas taxas de morbidade e
mortalidade, sendo considerada uma neoplasia maligna agressiva que apresenta
comportamentos bioldgicos variaveis e progndstico desfavoravel (Rivera e Venegas,
2014).

A etiologia do CCE é multifatorial e dependente do sitio de envolvimento. Os
tumores localizados no labio e pele peri labial sofrem influéncia direta da exposicao
solar e raios ultravioletas, tumores localizados na cavidade oral estao mais
relacionados com habitos como tabagismo e etilismo, ja os tumores localizados na
orofaringe podem ainda ser causados pela agao de virus oncogénicos, como HPV (virus

do papiloma humano). Outros habitos e condi¢des interferem na carcinogénese, como
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o uso do tabaco sem fumaca, saché de Betel, exposicao a agentes fendlicos, radiacao
ionizante, deficiéncia de ferro e vitamina A, imunossupressao e fatores genéticos que
incluem anormalidades dos oncogenes como Ras, Myc e EGRF e de supressores de
tumor como p53, pRb (proteina do retinoblastoma), p16 e E-caderina (El-Naggar et
al., 2017, Abreu et al., 2009, Bracero et al., 2001, Curado et al., 2016, Dahlgren et al.,
2004, Gillison et al., 2015, Lingen et al., 2013, Llewellyn et al., 2001).

As lesOes podem se desenvolver em qualquer sitio anatomico de cabeca e
pescoco. De particular interesse na odontologia, as lesdes orais afetam principalmente
o soalho de boca e borda lateral da lingua, apesar de haver tumores em palato mole
e duro, mucosa jugal, mucosa labial e gengivas. As lesdes podem ter carater exofitico,
endofitico, leucoplasico, eritroplasico ou ainda eritroleucoplasico (Bagan et al., 2010).
A superficie de lesdes exofiticas tipicamente apresentam-se irregulares e ulceradas e
0s crescimentos apresentam-se vegetantes, papilares ou verruciformes com coloracao
varia entre tons de branco e vermelho. Lesdes endofiticas podem apresentar area
central deprimida e bordos em rolete. A destruicao 6ssea, quando presente, pode
provocar dor (Neville et al., 2009).

Histopatologicamente, & possivel notar a presenca de proliferacdao celular
descontrolada com origem no epitélio de superficie displasico. Ha a formacao de ilhas
e cordoes que infiltram o tecido conjuntivo adjacente. As células lesionais geralmente
apresentam-se com citoplasma eosinofilico, com nicleos grandes e hipercromaticos
com distintos graus de pleomorfismo celular. Podem ser notadas pérolas de ceratina
no interior do tumor, além de células isoladas disceratédticas. Figuras de mitose e
apoptose sao notadas em diversos graus de ocorréncia (Neville et al., 2009, El-Naggar

et al., 2017).
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A disseminacdo metastatica do CCE se da principalmente pelos vasos linfaticos
para linfonodos cervicais ipsilaterais. Quando presentes, as metastases a distancia
ocorrem principalmente em pulmdes, figado e ossos (Woolgar et al., 2003, Neville et
al., 2009).

O tratamento indicado para o CCEO é baseado em condicdes clinicas, incluindo
o tamanho do tumor (T), envolvimento de linfonodos regionais (N) e a presenca de
metastases a distancia (M, que compreendem o sistema de estadiamento TNM) (Sobin
et al., 2011). A taxa de recorréncia do CCEO varia de 18 a 76% para pacientes em
tratamento. Nas Ultimas décadas, as estratégias terapéuticas apresentaram muitos
avancos, no entanto, a taxa de sobrevida permanece baixa e inalterada, sendo que
apenas 50 a 60% dos pacientes permanecem vivos apds 5 anos do diagndstico da
doenca e este fato é creditado, principalmente, ao diagndstico tardio (Da Silva et al.,
2011). Estes fatores tornam o CCEO um problema de significancia, ainda mais em
paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (Jemal et al., 2011), como & o caso
do Brasil.

Muitos estudos avaliam e caracterizam o perfil imuno-histoquimico dos
carcinomas de cabeca e pescoco. Os autores buscam estabelecer padroes de
expressao e correlacdes com taxas de infiltracdo tumoral, metastase e sobrevida. Os
principais anticorpos empregados sao ki-67, p53, e-caderina, fatores de crescimento,
anticorpos que avaliam a transicdo epitélio-mesénquima e, mais recentemente, p16

para investigacao de etiologia viral.
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BER-EP4 E OUTROS MARCADORES DE CELULAS EPITELIAIS

O Ber-EP4 é um anticorpo monoclonal que foi descrito pela primeira vez por
Latza et al. (1990). Este primeiro estudo resultou na identificacao de um anticorpo que
se liga a epitopos parcialmente resistentes a fixacdo com formaldeido e é direcionado
contra glicopolipeptideos de 34 e 39 kilodaltons (kD) encontrados em células epiteliais
humanas. A avaliacdo imuno-histoquimica foi positiva em uma série de carcinomas e
células epiteliais ndo-neoplasicas, exceto hepatocitos, células parietais e epitélio
escamoso. Uma vez que este anticorpo ndo foi expresso em células nao-epiteliais
normais ou neoplasicas, foi sugerido seu uso na diferenciacao entre: 1) tumores nao-
epiteliais e carcinomas indiferenciados; 2) hepatdcitos e células do ducto biliar em
algumas doencas hepéticas; 3) células mesoteliais e carcinomatosas em espécimes de
bidpsia de pulmdo e 4) células mesoteliais reativas e células neoplasicas epiteliais em
efusdes serosas.

Apos esta primeira descricdo, alguns estudos aplicaram o Ber-EP4 na
diferenciacao de alguns tumores. Uma das dificuldades encontradas em bidpsias
ginecoldgicas é a diferenciacdo entre carcinomas pouco diferenciados e tumores de
células da granulosa do tipo sarcomatoide em ovarios. No entanto, a utilizacdo de Ber-
EP4 em associacao com o painel sugerido utilizando vimentina, citogqueratinas,
antigeno carcino-embriogénico (CEA) e S100 para diferenciacdo destes tumores nao
obteve sucesso, uma vez que a expressao de Ber-EP4 ocorreu em poucos casos e de
forma nao especifica (Gitsch et al., 1991).

Este anticorpo também foi utilizado em analise imuno-citoquimica, na qual
foram utilizadas duas linhagens de células de pulmdo, sendo a primeira Calu I,

proveniente de metastase pleural de um carcinoma pouco diferenciado e a segunda
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Calu III, advinda de cultura de células de um adenocarcinoma bem diferenciado. O
Ber-EP4 nao foi expresso nas células Calu I, enquanto todas as células expressaram
fortemente este anticorpo na linhagem CalLu III (Daniel and Burnett, 1991).

Outro estudo realizou avaliacdo imuno-histoquimica do Ber-EP4 em
adenocarcinomas e mesoteliomas malignos. Dos 115 mesoteliomas malignos
avaliados, apenas 1 expressou Ber-EP4. Foram incluidos no estudo 83 casos de
adenocarcinomas, sendo que destes todos os adenocarcinomas primarios de pulmao,
estdmago, duodeno, célon, pancreas, endométrio, prostata, tireoide expressaram Ber-
EP4, assim como adenocarcinomas metastaticos encontrados na pleura e peritonio.
Além disso, 21 casos de carcinoma ductal de mama e 4 casos de carcinoma lobular de
mama, ambos com padrao infiltrativo, foram estudados, dos quais 16 e 4,
respectivamente, expressaram Ber-EP4. Os 3 casos de adenocarcinoma renal avaliados
nao expressaram Ber-EP4 (Sheibani et al., 1991).

Muitos estudos avaliando a expressao de Ber-EP4 foram publicados na literatura
de lingua inglesa. Um estudo avaliando a expressao de Ber-EP4 em carcinoma de
pequenas células de pulmao demonstrou a presenca de antigenicidade nos 20 casos
de bidpsia de pulmdo de campo aberto avaliadas (Guinee et al., 1994). A comparacao
do perfil imuno-histoquimico entre adenocarcinoma sinonasal de tipo intestinal e
adenocarcinoma col6nico nao apresentou diferencas ao utilizar o Ber-EP4, sendo a
maioria dos casos positivos para este marcador (McKinney et al., 1995). Ainda
considerando a mucosa intestinal, através da técnica de remarcacao imuno-
histoquimica, macréfagos da lamina propria expressaram Ber-EP4 no seu citoplasma,
no entanto, essa expressao foi creditada a fagocitose de restos celulares apoptoticos

provenientes do epitélio intestinal (Nagashima et al., 1996).
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Por ser um marcador novo, varios estudos seguintes testaram a expressao de
Ber-EP4 em diferentes amostras, incluindo tumores intracerebrais, na qual observou-
se que glioblastomas e gliossarcomas nao expressavam Ber-EP4, podendo ser util no
diagndstico diferencial entre essas lesoes e carcinomas metastaticos (Gottschalk et al.,
1992). Ao avaliarem o plexo coroide, observaram que os 5 casos de tecido normal
eram negativos para expressao de Ber-EP4, enquanto 6 casos de 3 pacientes (paciente
1a, 1b, 1c, 2a, 2b e 3) de um total de 28 casos de papiloma e carcinoma de plexo
coroide, bem como os 45 casos de carcinoma metastaticos utilizados como controle,
expressaram Ber-EP4 (Gottschalk et al., 1993). Outros estudos apontaram que
membranas luminais das glandulas lacrimais expressam Ber-EP4 (Kivela, 1992), bem
como 45 e 30% de adenocarcinomas de células basais e adenomas de células basais,
respectivamente, também expressam esses glicopolipeptideos (Williams et al., 1993).
Outros estudos demonstram que quando avaliando carcinoma hepatocelular, 36% da
amostra estudada (Ma et al.,, 1993) expressou Ber-EP4. Além disso, 4 casos de
carcinoma papilar do timo (Matsuno et al., 1998), 8 casos de nevo sebaceo (Barrett et
al., 1999), 4 neuroepiteliomas olfatérios (Utsuki et al., 2000, Sugita et al., 2006), 3
casos de hiperplasia basaloide com diferenciacao folicular (Stashower et al., 2001), 1
panfoliculoma (Hoang and Levenson, 2006), 15 insulinomas benignos e 10 insulinomas
malignos (Raffel et al., 2010), bem como 2 cistadenomas papilares do Utero (Brady et
al., 2012), 45 também expressaram Ber-EP4.

Em 1993 foi publicado o primeiro estudo comparando a expressao de Ber-EP4
entre carcinoma de células basais e carcinomas de células escamosas cutaneo. Na
ocasido, todos os 22 casos de carcinoma de células basais expressaram Ber-EP4,

enguanto nenhum carcinoma de células escamosas apresentou esta antigenicidade,
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independentemente do grau de diferenciacao do tumor. A diferenca encontrada
fortaleceu a ideia de que este anticorpo seria de interessante utilidade no diagndstico
diferencial entre essas lesdes (Tellechea et al., 1993). No mesmo ano foi publicado um
estudo imuno-histoquimico avaliando a expressdao de Ber-EP4 em carcinomas de
células de Merckel com envolvimento intraepidérmico, sendo 9 casos (n=11) positivos
(Smith et al., 1993). Além destes, outros estudos obtiveram resultados semelhantes
sobre a expressao de Ber-EP4 em carcinomas de células basais e de células escamosas
e acrescentaram que nenhum carcinoma de células escamosas basaloide (Swanson et
al., 1998, Bracero et al., 2001), metade da amostra composta por carcinoma
basoescamoso (Jones et al., 1997, Beer et al., 2000), 29 casos de um total de 36
tricoepiteliomas (Swanson et al., 1998), 4 tricoadenomas (n=19) e 21 tricoepiteliomas
desmoplasicos (n=21) (Shimanovich et al., 2010) expressaram Ber-EP4. Ainda
considerando lesdes em pele, um estudo avaliou a expressao de Ber-EP4 em queratose
actinica, carcinoma de células basais e carcinoma de células escamosas in situ, sendo
que células displasicas expressaram Ber-EP4 em todos os casos de carcinoma de
células basais, mas ndao em queratose actinica nem em carcinoma de células
escamosas in situ, sugerindo que o carcinoma de células escamosas pode surgir da
gueratose actinica, mas o carcinoma de células basais ndao compartilha dessa
progressao (Tope et al., 2000).

Apds a primeira fase de estudos com Ber-EP4 para ilustragdo de tecidos e
tumores expressando este antigeno, novos estudos surgiram com o intuito de aplicar
0 Ber-EP4 como método de identificar micrometastases em linfonodos regionais.
Quando avaliando tumores pulmonares de células ndo-pequenas, o Ber-EP4 identificou

células tumorais isoladas em 11 dos 72 pacientes envolvidos no estudo, sendo que os
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pacientes que apresentaram essas células tumorais disseminadas em linfonodos
regionais apresentaram uma sobrevida livre de doenca marcadamente menor do que
os pacientes que nao apresentaram linfonodos afetados (Passlick et al., 1994),
sugerindo uma estratificagdo destes pacientes para selecao e aplicacao de terapias
adjuvantes. Resultados semelhantes foram encontrados em estudo que apontou risco
aumentado de recidiva de 2,7 vezes e 2,5 vezes mais chance de ter menor sobrevida
em pacientes com identificacdo de células tumorais em linfonodos regionais
(Kubuschok et al.,, 1999). Similarmente, em estudo realizado com carcinomas
colorretais, 10 dos 36 carcinomas col6nicos e 3 dos 13 carcinomas retais apresentaram
células tumorais micro metastaticas na avaliacdo de linfonodos regionais utilizando
Ber-EP4 e pan-citoqueratina, sendo que, mais uma vez, a identificacao das micro
metastases foi correlacionada com pior prognostico para o paciente (Broll et al., 1997).
Outro estudo avaliou o lavado peritoneal de pacientes com resseccao completa de
carcinoma gastrico, sendo que 20% deles apresentaram células tumorais disseminadas
com diminuicdo drastica da sobrevida de mais de 60 meses de diferenca (Nekarda et
al., 1999). Além da avaliacao de linfonodos e lavados, a presenca de células tumorais
pulmonares também foi avaliada na medula dssea, apesar de aproximadamente 20%
das coletas apresentarem micro envolvimento, os resultados nao se correlacionaram
com menores taxas de sobrevida (Hsu et al., 2000) e quando avaliadas no sangue
periférico, células tumorais foram identificadas em todas as etapas do tratamento
(Kularatne et al., 2002).

Considerando o carcinoma de eso6fago, linfonodos classificados como livres
(pNO) na avaliagao histopatoldgica convencional foram imuno-histoquimicamente

testados contra Ber-EP4 e revelaram presenca de células tumorais em 89 dos 126
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participantes, constituindo um fator progndstico independente para este tipo de tumor
(Hosch et al., 2000). Em outro estudo, a avaliagdo positiva de células tumorais
disseminadas de carcinoma de es6fago em medula dssea constituiam fator progndstico
independente tanto para recorréncia, como para sobrevida (Macadam et al., 2003),
relevancia similar a encontrada no estudo de Stoecklein et al. (2006), que encontraram
expressao de Ber-EP4 em 79% da sua amostra de carcinoma de células escamosas de
esofago, que também foi correlacionada com menor tempo livre de doenca e menor
sobrevida do paciente, sem, no entanto, compor fator progndstico independente pela
analise de multivariancia. A presenca de células cancerosas gastricas foi avaliada no
lavado peritoneal, sendo que de 346 amostras coletadas, 21% apresentaram células
tumorais utilizando imuno-citoquimica com Ber-EP4 e um fato interessante é que 8,5%
dos casos em estagio 1A e 1B apresentaram células tumorais no lavado peritoneal,
sendo correlacionada com pior progndstico e menor sobrevida destes pacientes
(Rosenberg et al., 2006).

A expressao de Ber-EP4 em lesOes orais foi primeiramente descrita em um
carcinoma de ducto salivar, o qual apresentou intensa e difusa expressao na analise
do material coletado por aspiracao com agulha fina (Colecchia et al., 1997). Apds, uma
lesdo surgindo como polipo nasal apresentava caracteristicas compativeis com o
diagndstico de CCB (carcinoma de células basais), no entanto, o painel imuno-
histoquimico revelou expressao de citoqueratina, mas nao de Ber-EP4, levando ao
diagndstico de ameloblastoma (Kato et al., 1999).

No entanto, a presenca de CCB intraoral também foi descrita. A raridade desta

lesdo nesta localizacao torna o diagnostico dificil e desafiador, no entanto, a expressao
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de Ber-EP4 pode ser uma ferramenta valida no estabelecimento do diagnéstico de CCB
intraoral (Del Rosario et al., 2001).

Pacientes portadores da sindrome do carcinoma nevdide basocelular
apresentam, em sua grande maioria, multiplos CCB cutaneos, no entanto, a presenca
deste tumor na cavidade oral é raramente descrita. Um caso interessante foi publicado
abordando o surgimento de um CCB intraoral em uma paciente portadora da sindrome
gue ja havia desenvolvido cerca de 90 CCB cutaneos e multiplos cistos envolvendo os
maxilares, o tumor envolvendo a mucosa bucal apresentou extensa e intensa
expressao de Ber-EP4, assim como KL-1, p63 e calretinina (Shumway et al., 2011).

Mais recentemente, alguns estudos buscaram elucidar os detalhes da expressao
de Ber-EP4 e sua correlacdo com fases especificas do desenvolvimento dos tecidos.
Ansai et al. (2012) avaliaram a diferenciacdo de células germinativas foliculares e
encontraram expressao de Ber-EP4 nas fases anagena e catagena do desenvolvimento
do bulbo piloso, mas nado na fase telégena.

Outros marcadores imuno-histoquimicos sao utilizados na avaliacdo de tumores
de origem epitelial, como EMA, CD138, CD10 e vimentina.

O EMA (Epithelial Membrane Antigen) é um anticorpo empregado no estudo e
identificacdo de tecidos epiteliais. Conceitualmente, o anticorpo EMA é constituido por
uma familia de glicoproteinas (mucin-like) que é encontrada em uma variedade de
células epiteliais e em alguns neoplasmas. O anticorpo anti-EMA foi intensamente
descrito em 1990, por Kiene & Wedlich sendo expresso por diversos tipos celulares em
diferentes estagios embrioldgicos, com ampla expressao em células da néurula e em

odcitos, no entanto, outros autores, como Sloane and Ormerod (1981) ja haviam
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iniciado os estudos e publicados dados parciais sobre este anticorpo na década de
1980.

Estes estudos pioneiros demonstraram a presenca de EMA fortemente
expressas em células epiteliais mamarias, de glandulas sudoripadas, glandulas
exdcrinas do pancreas, em glandulas gastricas, ductos biliares, glandulas salivares,
endométrio, vaso deferente, tubulos distais e coletores do rim, urotélio, epitélio
respiratdrio, glandulas bronquicas, alvéolos pulmonares e glandulas sebaceas.

Por ser um marcador epitelial, o EMA é muito empregado na rotina clinica, para
fins diagnosticos. Publicacdes recentes tém confirmado a expressao de EMA em
carcinoma odontogénico de células claras (Liu et al., 2019), carcinoma adenoide
cistico de glandula salivar (Yang et al., 2019a), carcinoma de células renais (Yang et
al., 2019b), sarcoma epitelidide (Chen et al., 2019), tumor rabddide maligno (Okumura
et al., 2019). Além disso, carcinomas de células escamosas de endométrio com virus
do papiloma humano também apresentou a expressao de EMA (Darre et al., 2019).
Carcinomas basais tém demonstrado auséncia de expressdao de EMA (Costea et al.,
2019, Aldana et al., 2019, Ramezani et al., 2016).

Andrade et al. (2019) ilustrou a expressao de EMA em diferentes tumores de
glandula salivar menor, comparando com seu tecido normal, que apenas expressou
EMA nas células luminais. O adenoma de células basais e o carcinoma epitelial-
mioepitelial apresentaram expressao citoplasmatica de EMA, enquanto o adenoma
pleomorfico expressou esta proteina na regiao apical das células luminais. O carcinoma
adenoide cistico apresentou expressao de EMA nas células luminais e no citoplasma

de células mioepiteliais. O carcinoma mucoepidermdide expressou EMA abundamente
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por todas as células. O Adenoma canalicular e o adenocarcinoma polimorfo nao
expressaram EMA.

O CD138, também chamado de syndecan 1, é uma proteina codificada pelo
gene SDC1, de estrutura transmembranar do tipo 1. E classificada como um
proteoglicano heparan-sulfato (Wijdenes et al., 2002, David, 1992). Os syndecans
mediam a unidao celular, sinalizacao (Multhaupt et al., 2009) e organizacao do
citoesqueleto, além disso, tem participacdo na proliferacao celular, migracao e
interagOes entre a célula e a matriz extracelular. Acredita-se ainda haver fun¢do na
sobrevida da célula tumoral, angiogénese, metastase e progressao tumoral (Wang et
al., 2018).

Lakkam et al. (2014) investigaram a expressao de CD138 em diferentes graus
de displasia epitelial, conhecidamente uma condicao potencialmente malignizavel (El-
Naggar et al., 2017). Interessantemente, a expressao de CD138 foi intensa no tecido
epitelial sadio, mas houve diminuicao progressiva da expressao conforme aumentava
0 grau de displasia, sugerindo este anticorpo como potencial marcador de
tumorigénese na displasia epitelial oral. Resultados similares foram encontrados na
carcinogénese de labio, em que a expressao de CD138 foi menor no carcinoma de
células escamosas de labio e queilite actinica, quando comparada ao labio sadio
(Martinez et al., 2009).

AlteracOes na expressao do CD138 vém sendo observadas em diferentes tipos
de tumores (Handra-Luca, 2019). Além da proteina estrutural na membrana da célula,
O CD138 pode ser encontrado circulante no corpo, na sua forma sollvel;, e sua
presenca pode ser correlacionada positivamente com presenca e tamanho de cancer

de mama (Malek-Hosseini et al., 2017).
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Além disso, o CD138 foi relacionado com a supressao da transicdo epitélio-
mesénguima e migracao em células de cancer oral humano (Wang et al., 2018).

O CD10 é uma proteina codificada pelo gene MME (metaloendopeptidase de
membrana). E uma glicoproteina transmembranar tipo II comumente encontrada
como marcador de superficie celular no diagnostico de leucemia linfocitica aguda
(LLA). Apesar disso, esta proteina é encontrada em muitos tecidos saudaveis, como
neutrdéfilos maduros em estagios tardios de diferenciacao (Elghetany, 2002, Cossman
et al., 1983, McCormack et al., 1986, Marini et al., 2017) . Age na clivagem de
peptideos no lado “amino” de residuos hidrofébicos e inativa muitos hormonios
peptidicos incluindo glucagon, encefalinas, substancia P, neurotensina, ocitocina e
bradicinina.

Apesar de ndo ser especifico para tumores epiteliais, alguns pesquisadores
investigam a sua expressao, buscando formar painéis que favorecem a rotina
diagndstica. Ramezani et al. (2016) verificaram a expressao de CD10 em carcinomas
de células escamosas e basais de pele, concluindo que o CD10 foi expresso em 75%
dos casos de CCB, no entanto ndo foi expresso em células tumorais do CCE. Resultados
similares foram encontrados por Gaballah and Ahmed (2015).

Em CCE, em estudo de Piattelli et al. (2006), os resultados demonstraram que
a expressao de CD10 em células estromais de CCE oral pode ser um indicador de pior
progndstico, ja que a expressao foi associada com presenca de recorréncias locais e
piores graduacoes histologicas, além da sugestao de seu papel na invasdo tumoral e
facilitacdo de metastases.

A vimentina, principal constituinte da familia de proteinas de filamentos

intermediarios, é expressa em células mesenquimais normais e é conhecida por manter
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a integridade celular e promover a resisténcia contra o estresse. A vimentina é super
expressa em uma série de canceres epiteliais, incluindo cancer de prostata, tumores
gastrointestinais, tumores do sistema nervoso central, cancer de mama, melanoma e
cancer de pulmao.

Em estudo recente, os resultados apontaram expressao de vimentina em quase
metade dos casos de CCE oral avaliados (Wangmo et al., 2019). Irani and Dehghan
(2018) avaliando a expressao de vimentina em CCE orais encontraram que quando os
tumores eram classificados como baixo grau, a expressao de vimentina tendia a ser
mais fraca (em 62% dos casos) ou negativa (38%), enquanto que os tumores
classificados como grau intermediario tiveram expressao de intensidade moderada em
85% dos casos e tumores de alto grau expressaram vimentina em intensidade forte
(85% dos casos).

A expressao de vimentina pode se correlacionar com pior progndstico, invasao
e crescimento tumoral acelerado. Mais recentemente, a vimentina tem sido, ainda,
reconhecida como um marcador de transicao epitélio-mesénquima (TEM) (Satelli and

Li, 2011).

MARCADORES DE CICLO CELULAR

O ciclo celular eucaridtico somatico é o processo pelo qual a célula eucaridtica
somatica se divide em duas células-filhas. Esse processo é dividido didaticamente em
fases, sendo elas G1, S, G2 e M. A transicao de fases é liberada apds a checagem de
fatores cruciais para a manutencao da informacao genética que sera transmitida as
células-filhas. Um desses fatores é o sistema de controle de replicagdo de DNA, que

garante que o genoma seja replicado apenas uma vez por ciclo, diminuindo a niveis
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irrisorios os riscos de instabilidade genética (Blow and Dutta, 2005, Siddiqui et al.,
2013). A transicdo do ciclo da fase G1 para S e de G2 para M é regulada por ativacao
sequencial e inativacao de proteinas da familia CDK (quinases depentes de ciclina)
(Karimian et al., 2016). As ciclinas sao subunidades reguladoras de CDK e sao
degradadas ou sintetizadas durante o ciclo celular. Mais de 21 CDKs foram
identificadas, no entanto, somente CDK1, CDK2, CDK4 e CDK6 sdo necessarias para
regulacao do ciclo celular (Pavlides et al., 2016, Lee et al., 2009). Todas as ciclinas
compartilham uma regiao comum, chamada “cyclin box — caixa ciclina”. Flutuacdoes
nos niveis de ciclina durante o ciclo celular podem levar a ativacdao de CDKs. As ciclinas
D (D1, D2 e D3) sdo as primeiras ciclinas a sinalizarem sinais mitogénicos e, apos,
agindo como como sensores de fatores de crescimento, elas ativam CDK4 e CDK6 na
fase G1 (Hydbring et al., 2016). A hiperativacao de CDKs podem causar a divisao
celular desregulada e desenvolvimento de tumores. A atividade de CDK é controlada
por inibidores de CDK (CKIs), como CIP/KIP e INK. Enquanto a familia CIP/KIP inclui
proteinas como p21, p27 e p57, a familia INK é constituida por p15, p16, p18 e p19.
As proteinas da familia INK se ligam a CDK4 e CDK6 bloqueando sua interacdo com a
ciclina D. Ja as proteinas da familia CIP/KIP se ligam aos complexos Ciclina A, E, D/CDK
para suprimir sua atividade catalitica causando o bloqueio do ciclo celular (Lee et al.,
2009, Yagi et al., 2003, Wu et al., 2003).

O p21 foi o primeiro membro dos inibidores de CDK a ser identificado. Esta
proteina se liga aos complexos ciclina A/CDK2, ciclina E/CDK2, ciclina D1/CDK4 e ciclina
D2/CDK4, inibindo a fosforilagdo da proteina do retinoblastoma (pRb)(Choi et al.,
2014, Naito et al., 2015). A inducao do p21 pela p53 em situacoes de dano de DNA

inibe o complexo ciclina E/CDK2, e portanto, inibe a transicao G1/S. Esse fendmeno
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pode promover a atividade da quinase do complexo Ciclina D/CDk4 e 6, com a intencao
de bloquear a transicao G2/M em caso de progressao do ciclo mesmo em
sobrexpressao de p21. O p21 também tem funcao na inibicao da atividade da quinase
do complexo Ciclina A/CDK1 e 2, resultando na inibi¢cao do ciclo celular para e durante
a fase S (Choi et al., 2014, Bertoli et al., 2013). A inducao de p21 mediada por p53
também leva a subregulacdo de ICBP90 (proteina de ligacdo de caixa CCAAT invertida,
90kD), proteina envolvida na replicacao e regulacao de ciclo celular que é expressa
durante as transicoes G1/S e G2/M. A presenca deficiente de ICBP90 mediada pelo
p21 é um mecanismo importante de blogueio da transicao G/S (Hatfield et al., 2014).
Além disso, o p21 também desempenha papel na senescéncia celular, inclusive
tumoral, processo no qual a célula senescente nao replica, mas continua
metabolicamente ativa. Essas células podem influenciar seu microambiente por
secrecao de fatores promotores de tumor (Chang et al., 2000, Krtolica et al., 2001).

O p27 também é um inibidor de CDK, da mesma familia do p21, que regula
negativamente a progressao de G1 do ciclo celular pela ligagao ao complexo Ciclina
E/CDK2 (Choi et al., 2001). O gene que codifica essa proteina esta localizado no
cromossomo 12p13 e sua expressao € normalmente vista no nicleo de células
quiescentes (Pignataro et al., 2005). Os niveis intracelulares de p27 aumentam em
resposta a sinalizacao de inibicao de crescimento dependente de contato e a um
grande nimero de sinais extracelulares inibitorios (Pignataro et al., 2005).

Por nao ser um alvo comum de mutagdes que predispoem ao
desenvolvimento de tumores e agir no controle negativo do ciclo, o p27 é considerado
um supressor de tumor (Kapranos et al., 2001). Estudos avaliando a expressao

aumentada de p27 em diversas linhagens celulares tem demonstrado um significativo
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decréscimo na proporcao de células na fase S, aumento de células na fase G1 e
diminuicao da clonogenicidade (Koh et al., 2003).

A expressao diminuida de p27, por outro lado, é associada a progressao de
lesdes potencialmente cancerizaveis (Hirai et al., 2003, Kudo et al., 2000, Lothaire et
al., 2006). Dezessete pacientes com displasia epitelial oral foram acompanhados até a
progressao para carcinoma. Na primeira fase havia expressao acentuada de p27
(88%), que foi substituida por subexpressao na fase com neoplasia (82%). Resultados
similares foram em outro estudo, no entanto, notou-se que pacientes com metastases
apresentaram niveis menores de p27 quando comparados a pacientes com tumores
primarios sem metastase (Kudo et al., 1998). Além disso, a reducdo na expressao de
p27 em CCECP também foi correlacionada com resposta deficiente ao tratamento da
doenca (Venkatesan et al., 1999). Dessa forma, pode-se sugerir que o p27
desempenha papel importante na carcinogénese. A baixa expressao de p27 confere
pior progndstico em pacientes com CCECP, apesar deste marcador ndo ser creditado
como ferramenta para decisao clinica (Lothaire et al., 2006).

Seguindo o raciocinio das proteinas participantes do ciclo celular, a ciclina D1
regula o ciclo celular e é codificada pelo gene CCND1 no cromossomo 11q13. A ciclina
D1 age como um oncogene em diferentes neoplasias humanas quando é expressa em
niveis aumentados (Weinstat-Saslow et al., 1995). Apesar de mutacdes no gene
CCND1 terem sido identificadas, a superexpressao de ciclina D1 pode ser resultado de
rearranjo do CCND1 ou amplificacbes, como reportado em carcinoma ductal de mama
in situ e invasivo(Simpson et al., 1997), carcinoma de bexiga, pulmao, prostada (Kaltz-
Wittmer et al., 2000) e cabeca e pescoco (Schraml et al., 1999, Nimeus et al., 2004).

Em cabeca e pescoco, a amplicacao do gene CCND1 foi correlacionada com pior
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prognostico. Em estudo utilizando 67 amostras de CCECP de diferentes localizacOes,
31% apresentou amplificacdo do gene CCND1 associado a fendtipos mais agressivos,
nao-diploidia de DNA e maior fracao de fase S do ciclo celular, sendo que os tumores
de laringe, hipofaringe e orofaringe apresentaram maiores taxas de amplificacao do
gene comparando com tumores de cavidade oral e epifaringe (Nimeus et al., 2004).

Considerando a expressao da proteina ciclina D1, em estudo realizado com 59
amostras de displasia epitelial oral e 25 CCEO, os resultados foram compativeis com
superexpressao de ciclina D1 em 29, 47 e 29% de displasias discreta, moderada e
severa, respectivamente e em 32% dos CCEO. Neste mesmo estudo, também foi
realizada a andlise de amplificacdo do gene CCDN1, sendo os resultados obtidos
similares, o que confirma a viabilidade da avaliacdo de ciclina D1 através de imuno-
histoguimica ao invés de analise genética (Rousseau et al., 2001).

Contudo, o meio mais empregado de avaliar a proliferacao celular CCECP é
através do emprego do Ki-67, que é um anticorpo monoclonal que se liga a proteina
expressa durante as fases G1, S e G2 do ciclo celular (Gioacchini et al., 2015, Szentkuti
et al., 2015).

Diversos estudos demonstram expressao variavel de Ki-67 em CCECP (Lopes
et al., 2017, Takkem et al., 2018, Yadav et al., 2019, Jing et al., 2019). Os estudos
avaliam numericamente o percentual de células expressando Ki-67, bem como suas
correlacdes com parametros clinicos. Somente taxas altas de células em proliferacao
podem nao predizer melhor ou pior progndstico, mas altas taxas combinadas com alto
grau histolégico podem significar menor sobrevida dos pacientes (Takkem et al.,

2018).



3. Proposicdo
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3. PROPOSICAO

Objetivo geral
- Avaliar a expressao de Ber-EP4 em uma ampla série de carcinomas de células

escamosas de cabeca e pescoco (CCECP).

Obyjetivos especificos

- Avaliar a expressao de CD138, EMA, CD10, vimentina, ki-67, ciclina D1, p21 e
p27 nos casos selecionados.

- Avaliar se existe correlacao entre a expressao de Ber-EP4 e os marcadores
citados acima nos CCECP.

- Analisar os dados de prontuario médico, a fim de se conhecer as caracteristicas
clinicas dos pacientes com CCECP tratados no Hospital de Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirao Preto (HCFMRP)

- Avaliar se existe correlacao entre a expressao de Ber-EP4 e demais marcadores
com parametros clinicos da doenca.

- Avaliar se existe correlacao entre a expressao de Ber-EP4 e demais marcadores

com o prognostico da doenca.



4. Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo segue as recomendacdes da Declaracao de Helsinki, foi
submetido & apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos
da Hospital de Clinicas de Ribeirdo Preto — HCRP, tendo sido aprovado em 08 de junho

de 2017 (CAAE: 60786216.8.3001.5419 — Anexo A).

4.1 SELEGAO DA AMOSTRA
Foi realizado um estudo retrospectivo utilizando fragmentos de tecido humano
armazenados em blocos de parafina provenientes de 655 bidpsias enviadas ao Servico
de Patologia do HCRP com laudo prévio de CCECP. A partir da analise de prontuarios
destes casos foram coletadas informacdes como: idade, género, etnia, habitos
deletérios (tabagismo e etilismo), local da lesdo primaria, detalhamento
histopatoldgico, estadiamento e tratamento realizado.
Foram aplicados os seguintes critérios de inclusao:
1. Material armazenado em parafina suficiente para confeccao de novos cortes
histoldgicos para confirmagdo diagndstica e reagdes de imuno-histoquimica;
2. Prontudrio médico disponivel para consulta e contendo informacoes detalhadas
sobre o paciente, diagnostico e lesdo do CCECP;

3. Diagndstico de CCECP primario.

Foram aplicados os seguintes critérios de exclusao:
1. Material armazenado em parafina insuficiente para confeccao de novos cortes

histoldgicos para confirmagao diagndstica e reagdes de imuno-histoquimica;
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2. Prontuario médico indisponivel para consulta ou preenchido de forma
inadequada, impossibilitando a coleta de informacdes clinicas;

3. Diagnostico de metastase de CCE em boca.

4.2 CONSTRUGAO DOS MICROARRANJIOS TECIDUAIS (TMAS)

Todos os casos foram revisados através da andlise de cortes histoldgicos
corados em hematoxilina e eosina (HE) e tiveram o diagndstico de CCE confirmado. A
partir desta analise, foram selecionadas areas representativas de cada caso para a
construgao de blocos parafinizados de TMAs contendo 24 discos de tecido, cada um
com diametro de 2mm utilizando a técnica previamente descrita por Kononen et al.

(1998).

4.3 REACOES DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os cortes foram desparafinizados em estufa a 65°C por 4 horas, sendo que o
processo de desparafinizacdo teve sequéncia com a imersao das laminas em duas
trocas de xilol (10 minutos cada). Em seguida, os cortes foram hidratados em
concentragdes decrescentes de alcool etilico (dois banhos em alcool etilico absoluto,
90%, 70% e 50%, respectivamente) e depois em agua destilada (10 banhos). Os
cortes passaram pelo processo de recuperacao antigénica de acordo com as
especificidades do anticorpo primario (Tabela 1) e foram pré-tratados com perdxido
de hidrogénio 3,5% em temperatura ambiente por 10 minutos para bloqueio da
peroxidase endogena seguido pela imersao em tampao fosfato-salino (PBS - pH 7,4).

Todos os cortes foram cobertos e incubados com os anticorpos primarios em ambiente
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com umidade constante a 4°C por 16 horas. Apos este periodo, realizou-se a deteccao
com o kit LSAB® (Dako: Agilent Technologies, Inc., Glostrup, Dinamarca). O complexo
antigeno-anticorpo foi revelado utilizando 3,3’- diaminobenzidina (DAB) (Dako: Agilent
Technologies, Inc., Glostrup, Dinamarca) e os cortes foram contra-corados com

hematoxilina de Carazzi.

Tabela 1. Caracterizacao dos anticorpos primarios e o método de recuperacao
antigénica empregado.

Biomarcador Clone Dilui¢ao Marca Recuperagio antigénica: produto/método

Ber-EP4 Ber-EP4 1:400 DBS® Proteinase K Imersdo, 10 min

EMA E29 1:1000 Dako® Citrato, pH 6 Panela de pressdo, 3 min
CD138 MII15 1:500 Dako® Citrato; pH 6 Panela de pressdo, 3 min
CD10 56C6 1:500 Leica® S2367, pH 9 Panela de pressao elétrica, 15 min
Vimentina Vim 3B4 1:1000 Dako® S2367, pH 6 Panela de pressao elétrica, 15 min
Ki-67 SP6 1:500 Abcam® Citrato, pH 6 Panela de pressdo, 3 min
Ciclina D1 P2D11F11 1:100 Leica® S2367, pH 9 Panela de pressao elétrica, 15 min
p21 EPR362 1:500 Abcam® S2367, pH 9 Panela de pressao elétrica, 15 min
p27 EP233(2)Y 1:1000 Abcam® Citrato, pH 6 Panela de pressdo, 3 min

4.4 AVALIAGAO DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A expressao de Ber-EP4, EMA E CD138 foi considerada positiva se ao menos
uma célula apresentar deposicao do cromdégeno marrom (DAB) na membrana ou
citoplasma das células tumorais. Considerando esta populacao de células, a extensao
da area expressando o anticorpo foi classificada em escore 0 (negativo), escore 1
(<10%), escore 2 (11-49%), escore 3 (50 a 74%) e escore 4 (>75%). Além disso, os
casos foram agrupados de acordo com a intensidade da tonalidade de marrom em:

ausente, discreta, moderada e forte (adaptado de Cui et al, 2019). Os anticorpos
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CD10 e vimentina serao avaliados utilizando o mesmo sistema de escores, no entanto,
estroma e tumor serao considerados na avaliagao.

Para os marcadores nucleares de proliferacao, como ki-67, p21, p27 e
cicina D1 sera realizada a frequéncia absoluta e relativa de células positivas
considerando o quociente do nimero de células positivas pelo nimero total de células
tumorais do campo avaliado. Serao avaliados 5 campos por cilindro, em magnificacao
de 400 vezes. Como resultado da expressao, sera considerada a média aritmética da

avaliacao dos 5 campos de cada caso para cada marcador.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados de acordo com a distribuicao normal ou nao normal
dos dados encontrados. O teste de x2 (qui-quadrado) para amostras independentes e
Teste Exato de Fisher foram utilizados para comparar as categorias intrabiomarcador,
bem como a correlacao entre a expressao de Ber-EP4 e demais marcadores. Valores
de p<0,05 foram considerados significantes. Para os testes de sobrevida, foi utilizada
a Curva de Kaplan-Meier. Todas as analises foram realizadas utilizando o software R

Studio — 1.0.136©2009-2016.

4.6 HIPOTESE

HO: A hipotese nula deste trabalho é de que nao haja expressao de Ber-EP4 nos casos
de CCECP e nem de que haja correlacdo com dados clinicopatoldgicos

H1: A hipdtese alternativa é de que haja expressao significante de Ber-EP4 nos casos
de CCECP, com ou sem correlagao com os demais anticorpos empregados e dados

clinicopatoldgicos.



5, Resultados




5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Quinhentos e noventa e sete casos foram selecionados aleatoriamente dos
arquivos de material emblocado em parafina do Servico de Patologia do Hospital das
Clinicas de Ribeirao Preto, compondo uma amostra de conveniéncia, seguindo os
critérios de inclusdo e exclusdo previamente estabelecidos para comporem os TMAs
para analise imuno-histoquimica.

Do total de 597 pacientes, 485 (81,23%) eram pacientes do género masculino
e 112 (18,76%) eram pacientes do género feminino. A média e desvio padrao de idade
foi de 60,26 + 11,73 anos e a mediana foi 60 anos. A média de idade por género foi
semelhante, sendo 60,32 anos para mulheres e 60,24 anos para homens. A maioria
dos pacientes eram leucodermas (492 pacientes; 82,41%), seguido por melanodermas
(52 casos; 8,71%), feodermas (51 casos; 8,54%) e xantodermas (2 casos; 0,3%)
(Tabela 2).

Tabela 2. Perfil demografico dos pacientes componentes
da amostra considerando género, idade e etnia (n=597).

Variaveis
Género, n° (%)
Masculino 485 (81,23%)
Feminino 112 (18,76%)
Idade, média
Masculino 60,24 anos
Feminino 60,32 anos
Geral 60,23 anos
Etnia, n° (%)
Leucoderma 492 (82,41%)
Melanoderma 52 (8,71%)
Feoderma 51 (8,54%)
Xantoderma 2 (0,3%)
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Informagoes acerca de tabagismo e etilismo foram descritas em 550 (92,12%)
prontudrios médicos. O tabagismo (continuo ou cessado) foi presente em 488
pacientes (417 homens e 71 mulheres) compondo 88,72% dos casos com informacgoes
disponiveis. Ja o etilismo continuo ou cessado foi declarado por 413 pacientes (372
homens e 41 mulheres; 75,09). Os pacientes etilistas e tabagistas concomitantes
somavam 271 casos (49,27%) no periodo do diagndstico da doenca. O detalhamento

completo do padrdo de habitos deletérios esta expresso na Tabela 3.
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Tabela 3. Perfil dos pacientes em relagao ao abuso de
tabaco e bebidas alcodlicas de acordo com género

(n=550).

Variaveis (n=550)

Tabagista continuo, n°® (%)

Masculino 36 (6,54%)

Feminino 19 (3,45%)

Total 55 (10,0%)
Etilista continuo, n° (%)

Masculino 13 (2,36%)

Feminino 2 (0,36%)

Geral 15 (2,27%)
Tabagista e etilista continuo, n® (%)

Masculino 242 (44,0%)

Feminino 29 (5,27%)

Geral 271 (49,27%)
Ex-tabagista, n° (%)

Masculino 23 (4,18%)

Feminino 13 (2,36%)

Geral 36 (6,54%)
Ex-etilista, n° (%)

Masculino 1(0,18%)

Feminino 0 (0,00%)

Geral 1 (0,18%)
Ex-tabagista e ex-etilista, n° (%)

Masculino 50 (9,09%)

Feminino 9 (1,63%)

Geral 59 (10,72%)
Ex-tabagista e etilista continuo, n° (%)

Masculino 22 (4,00%)

Feminino 0 (0,00%)

Geral 22 (4,00%)
Tabagista continuo e ex-etilista, n° (%)

Masculino 44 (8,00%)

Feminino 1 (0,18%)

Geral 45 (8,18%)
Nega tabagismo e etilismo, n° (%)

Masculino 19 (3,45%)

Feminino 27 (4,90%)

Geral 46 (8,36%)

Os tumores foram agrupados de acordo com sua localizacao e, considerando a

Frequéncia absoluta, foram mais prevalentes em orofaringe, cavidade oral, hipofaringe
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e laringe, 1abio ou pele, nasofaringe e rinofaringe, e seios paranasais, respectivamente
(Figura 1).

Figura 1. Frequéncia absoluta de CCECP por localizacao anatdmica de
ocorréncia.
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O estadiamento do tumor utilizando o sistema TNM, que considera o tamanho
(T), envolvimento nodal (N) e metastase a distancia (M) estava disponivel em 437

casos (79,45%) conforme a Tabela 4.
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Tabela 4. Caracteristicas gerais dos pacientes
componentes da amostra e distribuicao dos tumores por
faixa de classificagao do sistema TNM (n=437).

Variaveis

Estadiamento, n°® (%) (n=437)

T
T1 50 (11,44%)
T2 107 (24,48%)
T3 80 (18,30%)
T4 189 (43,24%)
Tis 4 (0,91%)
Tx 7 (1,60%)

N
NO 166 (37,98%)
N1 70 (16,01%)
N2 142 (26,44%)
N3 37 (8,46%)
NX 22 (5,03%)

M
MO 175 (40,04%)
M1 11(2,51%)
MX 251 (57,43%)

Todas os fragmentos e pecas cirurgicas foram enviadas ao SERPAT — Servico
de Patologia do Hospital de Clinicas de Ribeirao Preto, na qual foi obtido um relatdrio
histopatoldgico contendo dados de macroscopia, descricdo histopatoldgica e conclusao
diagnostica final. Os tumores foram classificados, de acordo com o relatério
histopatoldgico, em: 1 — CCE bem diferenciado, 2 — CCE moderadamente diferenciado,
3 — CCE pouco diferenciado, 4 — CCE queratinizante, 5 — CCE nao-queratinizante, 6 —

CCE hibrido, 7 — CCE in situ e 8 — CCE variantes, como visto na Figura 2.
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Figura 2. Categorizagao histopatoldgica dos CCECP (n=597).
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As variantes histopatolégicas do CCECP encontradas nos relatdrios
histopatoldgicos foram: CCE basaldide (n=6), CCE variante de células fusiformes
(n=1), CCE variante de células claras (n=2), carcinoma faringeo linfoepitelial (n=1),

carcinoma de nao-pequenas células (n=1) e carcinoma verrucoso (1).
A indicacao e aplicacao de radioterapia e quimioterapia estava disponivel em
570 (95,47%) dos prontuarios avaliados. Destes, 242 (40,53%) foram indicados a
ambas modalidades terapéuticas, 154 (25,79%) apenas foram encaminhados para
radioterapia, 27 (4,52%) para quimioterapia e 147 (24,62%) nao foram eleitos ou nao

receberam para nenhuma destas terapéuticas (Figura 3).
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Figura 3: Frequéncia absoluta de modalidades terapéuticas
aplicadas aos pacientes com CCECP.
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Do total, 206 casos (34,50%) apresentaram recidiva até o momento da coleta
de dados, realizada em 2018 (Figura 4). Os casos que nao apresentaram recidivas
anotadas em prontuario somaram 284 (47,57%), sendo que este nimero corresponde
a pacientes livres de doenca ou falecidos sem recidiva. A auséncia desta informagao

foi notada em 106 prontuarios (17,75%).

Figura 4: Frequéncia absoluta de recidivas dos CCECP.
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5.2 REVISAO HISTOPATOLOGICA

Foi realizada a revisao histopatoldgica dos casos, no qual pode-se confirmar os
diagndsticos estabelecidos pelo SERPAT. Nos cortes histoldégicos notavam-se
fragmentos de mucosa, algumas vezes revestidos parcialmente por tecido epitelial
pavimentoso estratificado queratinizado, zonas de proliferacao de células escamosas
atipicas com presenca de mitoses aberrantes, células com nucleo de tamanho
aumentado e hipercromaticos, além de presenca de pérolas de queratina em uma
parcela dos tumores. Suportando alguns tumores, observava-se a presenca de tecido
conjuntivo vascularizado, algumas vezes com intenso infiltrado inflamatério crénico
peri tumoral, além de figuras menos comuns, como células claras, fusiformes e areas

de necrose (Figura 5).
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Figura 5: CCECP corados por hematoxilina e eosina. A. CCECP em menor aumento
(x5) ilustrando o carater invasivo partindo do revestimento epitelial deste tumor. B.
Visualizagdo de pérola de queratina no centro da imagem, caracteristica encontrada
em tumores bem diferenciados, x5. C. x20, CCECP apresentando polimorfismos
celulares, presenca de mitoses atipicas, notam-se nucléolos evidentes, bem como
presenca de células apoptéticas e hialinizacao intracelular discreta. D. CCECP em
menor aumento apresentando caracteristicas compativeis com o diagnédstico de
variante basaloide. Note os nucleos hipercromaticos e disposi¢ao tecidual lembrando
um quebra-cabeca.
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5.3 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA
EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE BER-EP4 EM CELULAS TUMORAIS

Do total, 567 casos (94,97%) foram avaliados em relagao a expressao de Ber-
EP4 considerando area positiva e intensidade da expressao. Os 30 casos que nao foram
avaliados sao referentes a nucleos de tecido descolados das laminas histoldgicas

durante as reagdes de imuno-histoquimica.

A expressdao de Ber-EP4 foi observada pela agregacao do cromogeno DAB,
conferindo tons marrons aos sitios de expressao, o controle positivo para a reacao foi
obtido pela expressdao adequada em cortes de carcinoma de células basais. O Ber-EP4
foi expresso na membrana plasmatica e citoplasma das células tumorais de uma
parcela dos casos (Figura 6). Nao houve expressdao em células estromais ou células do

sistema imune.
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Figura 6: Expressao de Ber-EP4 em CCECPs. A-B Auséncia de
expressao de Ber-EP4 — x5 e x40, respectivamente. C-D
Expressao discreta de Ber-EP4 em CCECP — x5 e x40,
respectivamente. E-F Expressao moderada de Ber-EP4 em
CCECP — x5 e x40, respectivamente. G-H Expressao forte de
Ber-EP4 em CCECP — x5 e x40, respectivamente.
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Considerando os 567 casos avaliados, 187 (32,98%) reagiram com o anticorpo

Ber-EP4 em pelo menos uma célula do tecido (Tabela 5, Figura 7).

Tabela 5: Frequéncia absoluta de expressao de
Ber-EP4 em CCECP considerando percentual de area
do tumor expressando o anticorpo e intensidade de
expressao (n=187).

Intensidade de expressao

Area Fraca | Moderada @ Forte Total
<10% 44 36 22 102
11 a49% 14 21 17 52
50a 74% 0 9 12 21
>75% 0 0 12 12
Total 58 66 63 187

Figura 7: Balloonplotilustrando a distribuicao dos CCECP
por categoria, considerando a area e a intensidade de
expressao de Ber-EP4. As barras na cor “cinza”
representam a fracdo ocupada pela categoria
correspondente e o didametro do circulo e proporcional a
Frequéncia de ocorréncias em cada combinacdo de
categorias.
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A maioria dos casos dos casos expressou Ber-EP4 focalmente, ou seja, em
menos de 10% da area tumoral, com intensidade fraca. O teste estatistico qui-
guadrado para amostras independentes com ajuste dos residuos de Pearson revelou
relevancia na distribuicdo dos casos, expressos na figura 8. Os casos expressando
Ber-EP4 em mais de 75% da area tumoral com intensidade forte foram diferentes

daqueles de expressao fraca e moderada da mesma linha. (p = 7.8822e-08).

Figura 8: Corrplot ilustrando a expressao diferencial das
combinacg0es de categorias quanto a expressao de Ber-EP4.
Nota-se que a expressao de intensidade forte na categoria
“mais de 75% do tumor” foi diferente das demais,
considerando a mesma area (Teste do Chi-Quadrado de
Pearson, valor de p = 7.8822e-08).
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EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE EMA EM CELULAS TUMORAIS

Do total, 475 casos (79,56%) foram avaliados em relacao a expressao de EMA
considerando area positiva e intensidade da expressdo. Os 122 casos que nao foram
avaliados sdo referentes a nlcleos de tecido descolados das laminas histoldgicas

durante as reagdes de imuno-histoquimica.

Assim como no Ber-EP4, a expressao de EMA foi observada pela agregacao do
cromdgeno DAB, conferindo tons marrons aos sitios de expressao (Figura X, A). O EMA
apresentou padrdo de expressao predominantemente na membrana plasmatica e,
menos intenso no citoplasma das células tumorais, epitélio de transicao (quando
presente) de uma parcela dos casos (Figura 9). Houve expressao de EMA em

plasmocitos esparsos pelos cortes.
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Figura 9: Expressao de EMA em CCECPs. A-B Expressao de
intensidade variavel, com areas negativas e positivas para presenca
de EMA. Nota-se que nao se trata de expressao focal, todavia,
também ndo pode ser considerada massiva, portanto foi considerada
como escore 2 — x5 e x40, respectivamente. C-D Expressao difusa
de intensidade moderada de EMA CCECP - x5 e x40,
respectivamente. E-F Expressao massiva de intensidade forte de

Considerando os 475 casos avaliados, 454 (96,21%) reagiram com o anticorpo
EMA em pelo menos uma célula da area tumoral, a Frequéncia absoluta de expressao
por subcategorias esta detalhada na tabela 6, e a figura 10 ilustra a representacao por

subcategorias.
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Tabela 6: Frequéncia absoluta de expressao de
EMA em CCECP considerando percentual de area do
tumor expressando o anticorpo e intensidade de
expressao (n=454).

Intensidade de expressao

Area Fraca  Moderada @ Forte Total
<10% 36 37 19 92
11-49% 9 67 28 104
50-74% 3 29 17 49
>75% 4 86 119 209
Total 52 219 183 454

Figura 10: Balloonplot ilustrando a distribuicao dos CCECP por
categoria, considerando a area e a intensidade de expressao de EMA.
As barras na cor “cinza” representam a fracdo ocupada pela
categoria correspondente e o diametro do circulo e proporcional a
Frequéncia de ocorréncias em cada combinagdo de categorias.
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A maioria dos casos dos casos expressou EMA difusamente, ou seja, em mais
de 75% da area tumoral, com intensidade predominante de moderada a forte. O teste
estatistico qui-quadrado para amostras independentes com ajuste dos residuos de
Pearson revelou relevancia na distribuicdo dos casos, expressos na figura 11. Os casos
expressando EMA focalmente com intensidade fraca foram estatisticamente mais
frequentes dos que os casos com expressao entre 11 e 100% da area com neoplasia.
A subcategoria “Forte em mais que 75% do tumor” também foi predominante em sua
coluna, enquanto as demais apresentaram similaridade de contribuicdo estatistica (p

= 2.0e-16).

Figura 11: Corrplot ilustrando a expressao diferencial das
combinagdes de categorias quanto a expressao de EMA. A
subcategoria “expressao em menos de 10% do tumor com
intensidade fraca” destoou estatisticamente das demais
extensoes (Teste do Chi-Quadrado de Pearson, p<2.2e-16).
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EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUiIMICA DE CD138 EM CELULAS TUMORAIS

Da amostra inicial, 459 casos (76,88%) estavam disponiveis para avaliacao de
extensao e intensidade de expressao de CD138. Os 138 casos que nao foram avaliados
sao referentes a nucleos de tecido descolados das laminas histoldgicas durante as

reacoes de imuno-histoquimica.

Assim como no Ber-EP4 e EMA, a expressao de CD138 foi observada pela
agregacao do cromdgeno DAB, conferindo tons marrons aos sitios de ligacdo entre
anticorpo primario, secundario e cromdgeno (Figura 12). O CD138 apresentou padrao
de expressao predominantemente membrana e, menos intenso no citoplasma das
células tumorais. Quando presente, fragmentos de epitélio de revestimento
expressaram CD138. Houve expressao de CD138 em plasmdcitos esparsos e escassas

células estromais fusiformes.
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Figura 12: Expressdao de CD138 em CCECPs. A-B Auséncia de
expressao de CD138 em CCECP — x5 e x40, respectivamente. C-
D Expressao difusa de intensidade fraca de CD138 em CCECP —
x5 e x40, respectivamente. E-F Expressao massiva de intensidade
forte de CD138 em CCECP — x5 e x40, respectivamente.
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Considerando os 459 casos avaliados, 440 (95,86%) reagiram com o anticorpo
CD138 em pelo menos uma célula da area tumoral, a Frequéncia absoluta de
expressao por subcategorias esta detalhada na tabela 7, e a figura 13 ilustra a

representacdo por subcategorias.
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Tabela 7: Frequéncia absoluta de expressao de
CD138 em CCECP considerando percentual de area
do tumor expressando o anticorpo e intensidade de
expressao (n=440).

Intensidade de expressao

Area Fraca  Moderada @ Forte Total
<10% 15 17 2 34
11-49% 22 33 9 64
50-74% 3 45 12 60
>75% 3 110 169 282
Total 43 205 192 440

Figura 13: Balloonplot ilustrando a distribuicao dos CCECP por
categoria, considerando a area e a intensidade de expressao de
CD138. As barras de cor “cinza” representam a fracao ocupada pela
categoria correspondente e o diametro do circulo e proporcional a
Frequéncia de ocorréncias em cada combinagdo de categorias.

Intensidade de expressao Fraca Moderada Forte

Area

<10%

11-49%

50-74%

>75%




RESULTADOS | 67

A maioria dos casos dos casos expressou CD138 em mais de 75% da area
tumoral, com intensidade predominante de moderada a forte. O teste estatistico qui-
guadrado para amostras independentes com ajuste dos residuos de Pearson revelou
relevancia na distribuicdo dos casos, expressos na figura 14. Os casos expressando
CD138 em até 50% do tumor com intensidade fraca foram estatisticamente mais
frequentes dos que os casos com expressao de mais de 51% da area com neoplasia.
As duas primeiras linhas da figura 14 foram estatisticamente similares (p = 2.2e-16),

sendo as duas diferentes das demais.
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Figura 14: Corrplot ilustrando a expressao diferencial das
combinacdes de categorias quanto a expressao de CD138. As
duas primeiras linhas apresentaram semelhanca estatistica.
(Teste do Chi-Quadrado de Pearson, p<2.2e-16).
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EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE VIMENTINA EM CELULAS TUMORAIS E ESTROMA

A expressao de vimentina foi observada pela agregacdao do cromdgeno DAB,
conferindo tons marrons aos sitios de expressao (Figura 15). A vimentina apresentou
padrdo de expressao citoplasmatica e membranar. A vimentina foi encontrada, na
maioria das vezes, no estroma tumoral. Todavia, casos expressando vimentina nas

células tumorais também foram identificadas.



RESULTADOS | 69

Figura 15: Expressdo de Vimentina em CCECPs. A-B Expressao classica de vimentina
somente no estroma de CCECP, note que as células tumorais ndo apresentam
expressao alguma de vimentina, enquanto o estroma tem expressao macica do
marcador, em “B”, notam-se, inclusive, em tom mais escuro, presenca de células
multinucleadas permeando o tumor — x5 e x20, respectivamente. C-D Expressao
difusa de intensidade moderada a forte de vimentina em células tumorais de CCECP,
principalmente citoplasmatica e, menos frequente, membranar — x5 e x40,
respectivamente.

VIMENTINA: CELULAS TUMORAIS

Dos 597 casos iniciais, 523 casos (87,60%) foram avaliados em relacao a
expressao de vimentina considerando area positiva e intensidade da expressao em
células tumorais. Os 74 casos que nao foram avaliados sdo referentes a cilindros de

tecido descolados das laminas histoldgicas durante as reagbes de imuno-histoquimica.

Dos 523 casos avaliados, 51 (9,75%) apresentou expressao de vimentina em

pelo menos 1 célula tumoral, sendo que destes 51 casos, 28 (54,9%) foram de
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expressao focal, ou seja, menos que 10% das células tumorais expressaram a

vimentina (Tabela 8).

Tabela 8: Frequéncia absoluta de expressao de
vimentina em CCECP considerando percentual de
area do tumor expressando o anticorpo e

intensidade de expressao (n=>51).

Intensidade de expressao

Area Fraca  Moderada
<10% 8 12
11-49% 4 9
50-74% 0 0
>75% 0 2
Total 12 23

A maioria dos casos dos casos expressou vimentina em menos de 10% da area

tumoral, com proporcoes similares de intensidade de expressao. O teste estatistico

Exato de Fisher demonstrou relevancia na distribuicao dos casos, expressos na figura

16. Os casos expressando vimentina de 1 a 50% do tumor foram estatisticamente

mais frequentes dos que os casos com expressao de mais de 51% da area com células

neoplasicas (p = 0,01007).
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Figura 16: Balloonplot ilustrando a distribuicao dos CCECP por categoria,
considerando a area e a intensidade de expressao de vimentina nas células
tumorais. As barras na cor “cinza” representam a fracao ocupada pela
categoria correspondente e o diametro do circulo e proporcional a frequéncia
de ocorréncias em cada combinacdo de categorias. (Teste Exato de Fisher,
p = 0.01007).
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VIMENTINA: ESTROMA

Dos 597 casos iniciais, 513 casos (85,92%) foram avaliados em relagao a
expressao de vimentina considerando area positiva e intensidade da expressao no
estroma. Os 84 casos que nao foram avaliados sao referentes a cilindros de tecido
descolados das laminas histolégicas durante as reacoes de imuno-histoquimica ou

cilindros que continham apenas células tumorais.

Dos 513 casos avaliados, 500 (97,46%) apresentou expressao de vimentina em

pelo menos 1 célula estromal, sendo que destes 500 casos, 411 (82,2%) foram de
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expressao difusa, ou seja, em mais de 50% das células estromais (Tabela 9). A

distribuicdo esta ilustrada na Figura 17.

Tabela 9: Frequéncia absoluta de expressao de
vimentina no estroma tumoral de CCECP
considerando percentual de area expressando o
anticorpo e intensidade de expressao (n=500).

Intensidade de expressao

Area Fraca  Moderada @ Forte Total
<10% 4 11 1 16
11-49% 3 64 6 73
50-74% 3 94 51 148
>75% 2 73 188 263
Total 12 242 246 500

Figura 17: Balloonplot ilustrando a distribuicao dos CCECP por categoria,
considerando a area e a intensidade de expressao de vimentina no estroma
tumoral. As barras na cor “cinza” representam a fracao ocupada pela categoria
correspondente e o diametro do circulo e proporcional a frequéncia de
ocorréncias em cada combinacao de categorias.
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A maioria dos casos dos casos expressou vimentina em mais de 50% do
estroma, sendo a expressao de intensidade fraca a menos encontrada. O teste
estatistico Qui-quadrado de Pearson com residuos ajustados demonstrou relevancia
na distribuicao dos casos, expressos na figura 18. Os casos expressando vimentina
estromal de 1 a 50% do tumor foram estatisticamente menos frequentes dos que 0s

casos com expressao de mais de 51% estroma (p<2.2e-16).

Figura 18: Corrplotilustrando a expressao diferencial
das combinacOes de categorias quanto a expressao de
vimentina no estroma. As duas primeiras linhas
apresentaram semelhanca estatistica, bem como as
duas ultimas, sendo cada par diferente entre si (Teste
do Chi-Quadrado de Pearson, p<2.2e-16).
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EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUiIMICA DE CD10 EM CELULAS TUMORAIS E ESTROMA

A expressao de CD10 foi observada pela agregacdo do cromdgeno DAB,
conferindo tons marrons aos sitios de expressao (Figura 19). A CD10 apresentou
padrdo de expressao citoplasmatico, predominantemente. A CD10 foi encontrada, na
maioria das vezes, no estroma tumoral. Casos expressando este marcador em células

tumorais também identificados em quase 1/3 dos tumores.

Figura 19: Expressdo de CD10 em CCECPs. A-B Expressao classica de CD10 somente
no estroma de CCECP, note que as células tumorais ndo apresentam expressao
alguma de CD10, enquanto o estroma tem expressao macica do marcador— x5 e x20,
respectivamente. C-D Expressao difusa de intensidade moderada a forte de CD10 em
células tumorais de CCECP, principalmente citoplasmatica e, menos frequente,
membranar — x5 e x20, respectivamente.
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CD10: CELULAS TUMORAIS

Dos 597 casos iniciais, 514 casos (86,09%) foram avaliados em relacao a
expressao de CD10 considerando area positiva e intensidade da expressao em células
tumorais. Os 83 casos que nao foram avaliados sao referentes a cilindros de tecido

descolados das laminas histoldgicas durante as reacoes de imuno-histoquimica.

Dos 514 casos avaliados, 168 (32,68%) apresentou expressao de CD10 em pelo
menos 1 célula tumoral, sendo que destes 168 casos, 96 (57,14%) foram de expressao
focal, ou seja, menos que 10% das células tumorais expressaram CD10 (Tabela 10).

A Figura 20 ilustra a distribuicao de expressao pelos diferentes escores propostos.

Tabela 10: Frequéncia absoluta de expressao de
CD10 em CCECP considerando percentual de area do
tumor expressando o anticorpo e intensidade de
expressao (n=168).

Intensidade de expressao

Area Fraca  Moderada @ Forte Total
<10% 29 50 17 96
11-49% 3 21 17 41
50-74% 1 3 12 16
>75% 0 1 14 15

Total 33 75 60 168
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Figura 20: Balloonplot ilustrando a distribuicao dos CCECP por categoria,
considerando a area e a intensidade de expressdao de CD10 nas células
tumorais. As barras na cor “cinza” representam a fracao ocupada pela
categoria correspondente e o diametro do circulo e proporcional a frequéncia
de ocorréncias em cada combinacao de categorias.
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A maioria dos casos dos casos expressou CD10 em menos de 10% das células
neoplasicas, ou seja, expressao focal. O teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson
com residuos ajustados demonstrou relevancia na distribuicdo dos casos, expressos
na figura 21. Considerando a Ultima linha, referente a expressao de CD10 em mais de
75% das células tumorais, apesar de representarem uma fracao menor do total,
apresentou relevancia estatistica no quesito intensidade de expressao, dos 15 casos

com expressao difusa, 14 deles apresentaram intensidade forte, enquanto 1 caso
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apresentou intensidade moderada e nenhum caso foi expresso fracamente na maior

extensao (p = 2.024e-09).

Figura 21: Corrplot ilustrando a expressao diferencial das
combinacOes de categorias quanto a expressao de CD10 em células
tumorais. A combinacao “Forte em mais que 75%" foi diferente das
demais combinagdes da mesma linha (Teste do Qui-Quadrado de
Pearson, p = 2.024e-09).
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CD10: ESTROMA

Dos 597 casos iniciais, 499 casos (83,54%) foram avaliados em relacao a
expressao de CD10 considerando area positiva e intensidade da expressao no estroma
tumoral. Os 98 casos que nao foram avaliados sao referentes a cilindros de tecido
descolados das laminas histolégicas durante as reacoes de imuno-histoquimica ou

auséncia de estroma.

Dos 499 casos avaliados, 415 (83,16%) apresentaram expressao de CD10 em
pelo menos 1 estromal, sendo que destes 415 casos, 336 (80,96%) foram de
expressao de até 49% da area estromal (Tabela 11). A Figura 22 ilustra a distribuicao

de expressao pelos diferentes escores propostos.

Tabela 11: Frequéncia absoluta de expressao de
CD10 no estroma tumoral de CCECP considerando
percentual de area expressando o anticorpo e
intensidade de expressao (n=415).

Intensidade de expressao

Area Fraca  Moderada @ Forte Total
<10% 63 91 6 160
11-49% 27 129 20 176
50-74% 0 35 29 64
>75% 1 4 10 15

Total 91 259 65 415
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Figura 22: Balloonplot ilustrando a distribuicao dos CCECP por categoria,
considerando a area e a intensidade de expressao de CD10 no estroma. As
barras na cor “cinza” representam a fracdao ocupada pela categoria
correspondente e o diametro do circulo e proporcional a frequéncia de
ocorréncias em cada combinacdo de categorias.

Intensidade de expressao Fraca Moderada Forte

Area

<10%

11-49%

50-74%

=15%

Aplicando o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson com residuos
ajustados, pode se observar relevancia na distribuicao dos casos, expressos na figura
23. Considerando os casos com expressao de intensidade fraca, houve predominancia
de expressao focal (menos do que 10% da extensao). Ja considerando os casos com
expressao difusa, ou seja, em mais de 50% da extensao estromal, houve
predominancia de intensidade forte, quando comparadas a intensidade fraca (p<2.2e-

16).
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Figura 23: Corrplot ilustrando a expressao diferencial das
combinacdes de categorias quanto a expressao de CD10 no
estroma. A imagem mostra expressao diferencial generalizada
(Teste do Qui-Quadrado de Pearson, p<2.2e-16).
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DISCRIMINACAO DA EXPRESSAO DE CD138, EMA, CD10 E VIMENTINA POR STATUS DE
EXPRESSAO DE BER-EP4

Apos conhecidas as taxas individuais de expressdo do CD138, EMA, CD10 e
vimentina nas células tumorais e a expressao de CD10 e vimentina no estroma tumoral,
foi realizada a discriminagao de expressao segundo o status do Ber-EP4, positivo ou
negativo.

Para tanto, quando avaliando CD138, EMA, CD10 e vimentina, os casos foram
classificados como “negativo” quando até 10% das células tumorais expressaram o
anticorpo; e “positivo” se houve expressao em mais de 10% das células tumorais. No
entanto, para Ber-EP4, somente foi considerado “negativo” os casos sem expressao
alguma do anticorpo, para avaliar, juntamente, os casos de expressao focal da proteina
e comparar com 0s demais marcadores.

Empregando o Teste Z para comparar proporcoes com corregao de
continuidade, nao houve diferenca significante entre os marcadores estudados. As
proporcoes de expressao de CD138, EMA, CD10 e vimentina foram similares nos dois
status de expressao do Ber-EP4, casos positivos e casos negativos (Tabela 12).
Portanto, a expressao de Ber-EP4, ainda que focal, nao influenciou a expressao dos

outros marcadores, indicando independéncia na expressao entre as proteinas.



RESULTADOS | 82

Tabela 12: Descricao da frequéncia absoluta de expressao de diferentes

anticorpos de acordo com o status de expressao de Ber-EP4. Para comparacao

das proporcoes, foi empregado o Teste Z com correcao de continuidade;

diferencas significantes sao expressas por valor de p menor que 0,05.
Ber-EP4

Anticorpos Positivo  Negativo Total Valor de p
CD138 (n = 460)

positivo 135 12 147 p =0,9201
negativo 285 28 313

total 420 40 460

EMA (n = 475)

positivo 67 27 94 p=0,2631
negativo 295 86 381

total 362 113 475

CD10 - tumor (n = 514)

positivo 35 70 105 p=0,8148
negativo 129 280 409

total 164 350 514

CD10 - estroma (n = 499)

positivo 104 221 325 p=0,9424
negativo 57 117 174

total 161 338 499

Vimentina - tumor (n = 522)

positivo 7 26 33 p=0,2384
negativo 160 329 489

total 167 355 522

Vimentina - estroma (n = 512)

positivo 161 323 484 p=0,1373
negativo 5 23 28

total 166 346 512

MARCADORES DE CICLO CELULAR: Ki-67, CICLINA D1, P21 E P27

Com a finalidade de se conhecer as taxas de proliferacao celular dos CCECP,
foram realizadas reacOes de imuno-histoquimica empregando os anticorpos Ki-67,
ciclina D1, p21 e p27. Estes quatro marcadores apresentaram padrao de expressao
predominantemente nuclear, tanto em células neoplasicas quanto em células

estromais (Figura 24).
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Figura 24: Expressao Ki-67, Ciclina D1, p21 e p27 em CCECPs. A-B
Expressao de Ki-67 em CCECP — x5 e x40, respectivamente. C-D
Expressao de ciclina D1 em CCECP — x5 e x40, respectivamente. E-F
Expressao massiva de intensidade forte p21 em CCECP — x5 e x40,
respectivamente. G-H Expressao de p27 em CCECP — x5 e x40,
respectivamente.
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Para tanto, foram contabilizadas todas as células tumorais negativas e positivas
de 5 campos, em 40 vezes de magnificacao de lentes, em cada caso. Apds, foi realizado
o calculo para se obter a frequéncia relativa de células em proliferacdo (média
aritmética de cada caso), de acordo com os anticorpos citados acima.

Considerando a média global para células tumorais, ou seja, envolvendo ambos,
casos Ber-EP4 positivos e negativos, o p21 foi mais expresso, com média de 37,62%,
seguido por Ki-67 (31,27%), ciclina D1 (5,48%) e p27 (5,19%), vistos na Tabela 13.
Uma vez que o mecanismo e participacdo de cada um destes anticorpos é singular no
processo de proliferacdo, ndo houve a intencdo de comparar frequéncias e médias

globais entre os marcadores.

Tabela 13: Distribuicdo da frequéncia relativa de células
expressando os marcadores de proliferacao discriminada por
casos expressando ou ndao o Ber-EP4.

Média global Ber-EP4 positivos Ber-EP4 negativos

Ki-67 31,27% 31,74% 31,05%
Ciclina D1 5,48% 5,78% 5,27%

p21 37,62% 39,25% 36,84%

p27 5,19% 6,00% 4,81%

As médias e proporcdes foram entdo comparadas utilizando o Teste T com
correcao de Welch para variancias diferentes, possibilitando maior acuracia nos valores
obtidos. De acordo com a figura 25, é possivel notar que nao houve diferenca quando
comparadas as médias de proliferacao entre os dois diferentes status de expressao de

Ber-EP4 em nenhum anticorpo empregado neste estudo.
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Figura 25: Whisker e Boxplot ilustrando as taxas de proliferacao por quartis
seguindo a expressao de Ki-67, Ciclina D1, p21 e p27, de acordo com o status de
expressao do Ber-EP4 (Ber-EP+ e Ber-EP4-, respectivamente). Para comparagao
das taxas de proliferacao foi empregado o Teste T com correcao de Welch para
variancias diferentes. O valor de p adotado foi 0,05.
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5.4 CORRELACOES CLINICOPATOLOGICAS COM A EXPRESSAO DE BER-EP4

Apos avaliados os casos e conhecidos os valores de expressao de Ber-EP4 em
carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco, foi realizado o estudo de
correlacdes clinicopatoldgicas. O objetivo foi investigar se a expressao de Ber-EP4
influenciaria ou seria influenciado por questoes clinicas.

Para tanto, foi empregado o Teste Z, com correcao de continuidade para
comparar as proporcoes de ocorréncias seguindo o status de expressao do Ber-EP4,
considerando a idade, género, tabagismo e estadiamento TNM. Quando comparadas

as proporcoes de casos positivos para expressao de Ber-EP4, o fator “idade”
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apresentou uma tendéncia estatistica (p = 0,07); tumores provenientes de pacientes
com menos de 40 anos expressaram Ber-EP4 em 9,5% dos casos, enquanto tumores
de pacientes com mais de 41 anos expressaram Ber-EP4 em quase 30% dos casos.

A histéria atual ou prévia de tabagismo influenciou na proporcdo de casos
positivos para expressao de Ber-EP4. Pacientes com histérico de tabagismo
apresentaram tumores Ber-EP4+ em 31% do total, ja pacientes que negaram este
habito deletério tiveram expressao de Ber-EP4 em 13% (p = 0,005). Os demais

parametros nao apresentaram diferenca de proporcoes (Tabela 14).

Tabela 14: Descricao da frequéncia absoluta de ocorréncias de casos
positivos e negativos para a expressao de Ber-EP4 para diferentes
parametros clinicos. Para comparacao das proporcoes, foi empregado
o Teste Z para proporgdoes com correcao de continuidade; diferencas
significantes sao expressas por valor de p menor que 0,05.

Ber-EP4

Parametros clinicos Positivo Negativo Total Valor de p
n =597 173 424 597
Idade
<40 2 19 21 p=0,07
>41 171 405 576
Género
Masculino 147 338 485 p=0,1687
Feminino 26 86 112
Tabagismo (n = 548)
Sim 151 336 487 p=0,005*
Nao 8 53 61
Estadiamento T (n = 426)
T1 ou T2 45 112 157 p=0,209
T3 ou T4 91 178 269
Estadiamento N (n = 415)
NO ou N1 59 177 236 p=0,1918
N2 ou N3 73 106 179
Estadiamento M (n = 253)
MO 60 175 235 p=0,3367

MI 7 11 18
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Foi realizado o estudo de sobrevida global comparando os tumores que
apresentaram expressao de Ber-EP4 e os que foram negativos para este marcador
(Figura 26). Os dados apresentaram mostram que os tumores Ber-EP4-positivos
apresentaram sobrevida menor, se comparado aos tumores sem expressao de Ber-EP4

(p = 0,008).

Figura 26: Curva de Kgplan Meierilustrando a probabilidade de sobrevida
de pacientes com tumores que expressam o Ber-EP4 (Ber_EP=1, curva azul)
€ 0S que nao expressam o Ber-EP4 (Ber_EP4=0, curva amarela). A diferenca
foi calculada pelo teste de Log-rank (p = 0,008). Comparando as duas
curvas, pacientes com tumores Ber-EP4+ tém 50% de probabilidade de
terem entre 40 a 45 meses de sobrevida, enquanto pacientes com tumores
negativos para Ber-EP4 tém 50% de terem em média 75 meses de

sobrevida.
Strata Ber_EP4=0 =i= Ber EP4=1
1.00 A
#tq%ﬁ
ﬁh
+
0.751 .
- %ﬁ.
= +"+1
=
8 e .
[e] -
s 0504 == ———————————— - '-“i*_-l- ----------- |
2 ™ !
g 1 “4‘_ P 1
wn 1 -- - 1
| SEE i
1 1 s -
0.25 4 : : e ===
p =0.008 : ! 0,
: I
1 1
1 1
0.004 ! !
0 40 80 120 160
Time
Number at risk
©
IS
7 o
Ber EP4=11 187 35 15 F 0

Time



RESULTADOS | 88

5.5 VARIANTES BASALOIDES

Do total de 597 casos, 6 casos (1%) foram descritos no relatorio histopatoldgico
como variantes basaloides. Nao houve concordancia de expressao entre Ber-EP4, EMA
e CD138 que favoreca o uso deste painel para direcionamento de diagndstico

histopatoldgico (Tabela 15).

Tabela 15: Detalhamento da expressdao imuno-histoquimica de Ber-EP4,
EMA, CD138 nos CCE variante basaloide.

Ber-EP4 EMA Cbh138
% Intensidade % Intensidade % Intensidade
Caso 1 <10 moderado negativo negativo negativo negativo
Caso 2 negativo negativo >75% forte >75% forte
Caso 3 negativo negativo <10% forte 10 a 50% moderado
Caso 4 <10% moderado >75% forte 10 a 50% moderado
Caso 5 >75% forte >75% moderado >75% forte

Caso 6 <10% fraco >75% moderado >75% forte




6. Discussdo
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5. DISCUSSAO

O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) engloba os
tumores que surgem nos labios, cavidade oral, seios paranasais, rinofaringe,
orofaringe, hipofaringe e laringe. Mais de 650 mil casos sao diagnosticados
anualmente com cerca de 330 mil mortes devido ao CCECP no mundo (Bray et al.,

2018, El-Naggar et al., 2017).

Os homens com mais de 40 anos sao mais afetados pela doenca (Neville et al.,
2009) e a etiologia é dependente do local de acometimento. Tumores de cavidade
oral s3o, na maioria das vezes, facilitados pelo habito do tabagismo, por vezes em
sinergia com o consumo de bebidas alcodlicas (Scully and Bagan, 2009b, Scully and
Bagan, 2009a). Estes dados sao compativeis com os achados neste estudo. Mais de

80% da amostra foi composta por homens, com idade média de 60 anos.

Muitos estudos tém mostrado que o abuso de tabaco e bebidas alcodlicas sao
fatores de risco para o desenvolvimento de varios tipos de canceres, dentre eles — e
principalmente — o carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (Macfarlane
et al., 1995, Lubin et al., 2009, Mermod et al.,, 2019). Quando avaliados
separadamente, o tabagismo parece desempenhar um papel mais relevante no
surgimento de lesOGes potencialmente malignizaveis e neoplasias epiteliais do que o
etilismo (Shiu and Chen, 2004, Morse et al., 2007, Castellsague et al., 2004). Por
terem acao sinérgica, as maiores chances de desenvolvimento de neoplasias epiteliais
sao creditadas ao abuso concomitante de cigarros e bebidas alcodlicas (Castellsague

et al., 2004).
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Neste estudo, apesar ter sido caracterizado detalhadamente o consumo de
cigarros e bebidas alcodlicas pelos pacientes, durante analise clinicopatoldgica,
utilizou-se apenas o numero total de pacientes que relataram histdria atual ou cessada
de tabagismo, estando inseridos nesse montante os pacientes com historico de
etilismo sincronico. Desta forma foram abrangidos os pacientes tabagistas com ou
sem histdrico de etilismo e ex-tabagistas com ou sem historico de etilismo. A histdria
de tabagismo esteve presente em mais de 80% da amostra estudada e em quase

metade dos casos os pacientes relataram etilismo sincronico em alguma fase da vida.

ApoOs a caracterizacao da amostra, os casos selecionados foram revisados
histopatologicamente para confirmacdao de que somente casos de CCECP
compusessem o estudo. Notou-se que os laudos histopatoldgicos haviam sido
descritos e classificados de acordo com Barnes et al. (2005). Apos 2005, muitos
estudos destrincharam o papel do HPV na carcinogénese em tumores de cabega e
pescoco (Saba et al., 2018, Haft et al., 2019, Gleber-Netto et al., 2019, Guo et al.,
2016, Wang et al., 2015, Parfenov et al., 2014). Os achados sobre a etiologia viral na
carcinogénese de cabeca e pescoco trouxeram a necessidade de um novo sistema de
classificacao dos tumores de cabeca e pescoco, que foi solidificada recentemente (EI-
Naggar et al., 2017). Os tumores de orofaringe passaram a ser classificados em
carcinoma de células escamosas ceratinizante e nao-ceratinizante. Neste estudo, a
classificacao acorda com a descricdao contida no laudo histopatoldgico, que seguia as
diretrizes de 2005 da Organizacdao Mundial da Saude. Optou-se por manter a
classificacao inicial, visto que identificagdo de acuracia diagndstica e reclassificagao

nao estavam previstas no projeto inicial enviado ao comité de ética.
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Seguindo as etapas, a expressao do Ber-EP4 foi avaliada nos casos de CCECP.
O Ber-EP4 é um anticorpo dificilmente empregado na rotina diagndstica, uma vez que
tem expressao firmada em carcinomas de células basais (CCB) de pele. Por ser um
tumor de facil reconhecimento, dificilmente o CCB recruta a necessidade de exames
complementares. No entanto, a ocorréncia deste tipo de tumor em boca é rara e
quando ocorre pode gerar erros no diagndstico, uma vez que o ameloblastoma
periférico compartilha de uma arquitetura tecidual e celular com o CCB. Neste quesito,
0 Ber-EP4 pode ser Util na diferenciacdo de CCB intraoral e ameloblastomas periféricos

(Ansai et al., 2012, Del Rosario et al., 2001, Tellechea et al., 1993, Kato et al., 1999).

Sabendo que o carcinoma de células escamosas compreende até 95% dos casos
de tumores malignos da boca (Barnes et al., 2005) e pode apresentar variantes
basaldides (Beer et al., 2000), surgiu a necessidade de saber qual é o padrao de
expressao do Ber-EP4 em carcinomas de células escamosas orais de cabeca e
pescoco. Nao ha na literatura muitos trabalhos que avaliem a expressdo de Ber-EP4
em lesOes orais, dificultando o desenho deste estudo. Foram empregados conceitos
ja utilizados por outros pesquisadores em tumores de pele (Tellechea et al., 1993),
esofago (Stoecklein et al., 2006), insulinoma maligno (Raffel et al., 2010) além de
unir parametros utilizados em estudos com outros anticorpos em diferentes tipos de
neoplasias (Ansai et al., 2012, Brady et al., 2012, Costea et al., 2019, Daniel and
Burnett, 1991, Del Rosario et al., 2001, Gaballah and Ahmed, 2015, Gioacchini et al.,
2015, Handra-Luca, 2019, Hirai et al., 2003, Jing et al., 2019, Kapranos et al., 2001,
Kudo et al., 1998, Lee et al., 2009, Piattelli et al., 2006, Ramezani et al., 2016, Yang

et al., 2019a).
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Partindo do principio de que ndo deveria haver expressao de Ber-EP4 em células
escamosas (Beer et al., 2000, Latza et al., 1990), optou-se por considerar toda e
qualquer expressao desta proteina em células tumorais como valida para correlacdes

e comparagoes.

Ao buscar respostas com os parametros clinicos, a idade apresentou uma
tendéncia estatistica, apontando para maior taxa de expressao em tumores de

pacientes com mais de 40 anos.

H3a, no entanto, que se considerar que houve um baixo niumero de casos em
pacientes com menos de 40 anos de idade (n = 21). Dois deles expressaram Ber-EP4:
o primeiro ocorrendo em um homem de 36 anos, tabagista com expressao focal
minima de Ber-EP4; e o segundo caso ocorrendo em uma mulher, 37 anos, nao-
tabagista que apresentou expressao em todas as células tumorais, com intensidade
marcante. Ambos o0s casos ocorreram em tumores de cavidade oral classificados como
CCE bem diferenciados. Talvez estudos com amostra mais expressiva de pacientes

jovens mostrem resultados arbitrarios.

Ja com relacao ao tabagismo, pacientes que relataram o habito em algum
momento da vida apresentaram mais tumores com expressao de Ber-EP4 do que os
pacientes que negaram o habito. O resultado é compativel com os achados de
(Castellsague et al., 2004). O tabaco pode induzir a carcinogénese por uma série de
mecanismos distintos (Chen et al., 2013) e, talvez, algum dos diferentes mecanismos
possa favorecer a expressao de Ber-EP4, no entanto, este quesito necessita de

averiguagdes mais profundas.
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Considerando os testes imuno-histoquimicos, a presenca de Ber-EP4 nao parece
ter influenciado a expressao dos outros marcadores epiteliais ou de inicio de transicao
epitélio-mesénquima (EMA, CD138, CD10 e vimentina). A mesma inércia foi
observada na proliferacao celular investigada pela expressao de Ki-67, ciclina D1, p21
e p27. Nao houve diferenca nas frequéncias relativas de células em proliferacao,
quando comparados 0s grupos de tumores negativos e positivos para Ber-EP4.
Todavia, ao testar a sobrevida global, pacientes com tumores reativos para o
anticorpo Ber-EP4 obtiveram os piores resultados, sugerindo esta proteina como

possivel marcador progndstico para CCECP.

Mais estudos sdao necessarios para se aprofundar sobre a significancia da
expressao de Ber-EP4 em carcinomas de células escamosas, bem como seu potencial
progndstico. Além disso, os resultados deste estudo indicam que o uso deste anticorpo
no diagndstico diferencial de lesdes basais e escamosas orais deve ser cauteloso, pois
lesdes de origem escamosa podem expressar o Ber-EP4 em diferentes intensidades e

proporcoes.



7. Conclusdo
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7. CONCLUSAO

- Houve expressao de Ber-EP4 em uma parcela significativa dos casos de CCECP

- CD138, EMA CD10 e vimentina foram expressos em células neoplasicas de CCECP;

- Houve expressao de CD10 e vimentina no estroma tumoral de CCECP;

- A expressao de Ber-EP4 nao alterou a expressao de CD138, EMA, CD e vimentina;

- CCECP de pacientes tabagistas expressaram mais Ber-EP4 do que casos de pacientes
gue negaram o habito de tabagismo;

- A sobrevida de pacientes com CCECP Ber-EP4 foi menor do que os pacientes que nao

expressaram Ber-EP4.
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