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RESUMO

OLIVEIRA, L. R. Impacto progndstico da expressdo imunohistoquimica do p53 e p63 e o
papel do HPV no carcinoma epidermoide oral. 2008. 165f. Tese (Doutorado em Patologia
Experimental) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, Brasil.

O Brasil esta entre os paises com os maiores indices de carcinoma epidermoide oral (CEO). O
gene p63 ¢ um analogo do supressor tumoral p53 e a influéncia da expressdo de ambos no
progndstico do CEO ainda necessita ser melhor investigada. O envolvimento do
papilomavirus humano (HPV) no CEO ¢ outro fator ainda nao elucidado. Nosso estudo
objetivou avaliar os pacientes com CEO no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, assim como também investigar a relagdo
entre a presenga do HPV e a imunoexpressdo das proteinas p53 e p63 com alguns parametros
relevantes ao prognostico deste tumor. Os seguintes dados foram obtidos dos prontudrios
médicos de 424 pacientes: idade, género, localizagdo e tamanho da lesdo primadria, historia
pregressa, consumo de tabaco e alcool, exposi¢ao actinica, traumatismo por protese, recidivas,
metastases, diferenciacdo tumoral, tratamento, sobrevida e obitos. Cento e vinte e seis
pacientes foram selecionados para o estudo da sobrevida, 106 para o estudo
imunohistoquimico, 45 para a investigacdo IHQ com amostras pareadas (AP) e 87 para a
reacdo em cadeia da polimerase para detec¢do do HPV e andlise multivariada. Os tumores
tiveram predominancia em pacientes masculinos na 6* década de vida, havendo apos esta
faixa etdria um aumento dos casos no género feminino e menor sobrevida. A lingua foi a
regido mais acometida, e as lesdes em labio inferior demonstraram maior atraso na procura
pelo tratamento e relatos de exposi¢ao actinica desprotegida. As recidivas ocorreram em 30%
dos pacientes, 28,8% tiveram metastases e 13,2% foram a oObito. Os tumores bem
diferenciados foram predominantes (47,7%), e a sobrevida livre da doenca (SLD) e a
sobrevida global (SG) em cinco anos foram 19% e 24,3%, respectivamente. A
imunoexpressao de p63 (87,8%) nos tumores foi maior que a de p53 (52,8%), mas os tumores
p33 positivos estiveram significativamente associados aos casos de metastases. Os tumores
p33 negativos e com forte intensidade de imunoexpressao de p63 demonstraram melhor SG.
No estudo com AP, os tumores com elevada imunoexpressao de p63 demonstraram melhor
sobrevida e as neoplasias p353 negativas tiveram melhor SLD. A maioria dos casos
demonstrou um padrdo concordante de imunoexpressao nas AP (73,3% para p53 e 53,3% para
p63, respectivamente). O HPV foi encontrado em 18 (10,4%) amostras de CEO,
correspondendo a 17 (19,5%) pacientes. Foram encontradas amostras positivas em 10 (11,5%)
tumores primarios € em 8 (9,2%) AP. Foram identificados os subtipos de HPV 16 ¢ 18 em 4
(22,2%) e 3 (16,7%) das amostras positivas, respectivamente. Em 6 (33,3%) amostras foi
encontrada a presenga de ambos os subtipos € em 5 (27,8%) amostras nao foi identificado. As
amostras HPV positivas foram significativamente associadas aos pacientes ndo fumantes.
Diferencas significativas relacionadas ao prognostico do CEO na anélise multivariada foram
encontradas para idade, localizagdo tumoral e p53. A imunoexpressdo de p53 e a baixa
intensidade da imunoexpressdo de p63 demonstraram relagdo com pior prognéstico. Uma
associagdo do HPV a carcinogénese oral foi observada nos pacientes ndo fumantes.

Palavras-chave: cancer oral, carcinoma epidermdide oral, prognoéstico, sobrevida, p53, p63, HPV.



ABSTRACT

OLIVEIRA, L. R. Prognostic impact of p53 and p63 immunoexpression and the HPV role in
oral squamous cell carcinoma. 2008. 165p. Thesis (PhD in Experimental Patology) — Ribeirao
Preto Medical School, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, Brazil.

Brazil is among the countries with the largest indexes of oral squamous cell carcinoma
(OSCC). The role of p53 and p63 in the OSCC prognosis is still debatable. The involvement
of the human papilomavirus (HPV) in CEO is still another factor no elucidated. Our study
aimed to evaluate the patients with OSCC diagnosed in the Teaching Hospital of the Ribeirao
Preto Medical School of the Sao Paulo University, as well as to investigate the relationship
between the p53 and p63 proteins immunoexpression and the HPV presence with some
relevant clinicopathological parameters to the tumor prognostic. The data obtained from the
medical files of 424 patients were: age, gender, primary tumor (PT) site and size, evolution
time, tobacco and alcohol consumption, actinic radiation exposition, prosthesis trauma
reports, recurrences, metastases, tumoral differentiation, treatment, survival and deaths. One
hundred twenty-six patients were selected for the survival study, 106 for the
immunohistochemical investigation, 45 for the IHQ analysis with matched samples (MS), and
87 for the polymerase chain reaction test of HPV and multivariate analysis. Tumors were
prevalent in masculine patients around the 6™ decade of life, with an increase in feminine
gender and a smaller survival after this age. Tongue was the prevalent site, and the lower lip
lesions had the larger delay to look for treatment and high reports of unprotected actinic
exposition. There were recurrences in 30% of the patients, 28.8% had metastases and 13.2%
died. Well differentiated tumors were more prevalent in this study (47.7%), and the five years
disease free survival (DFS) and overall survival (OS) were 19% and 24.3%, respectively. The
p63 immunoexpression (87.8%) in tumors was higher than p53 (52.8%), and the p53 positive
tumors were significantly associated with metastases. The p53 negative tumors and those with
strong p63 immunoexpression intensity demonstrated better OS. In the MS study, tumors with
high p63 immunoexpression demonstrated better survival and those p53 negative had better
DFS. Most of cases demonstrated a concordant immunoexpression pattern in MS (73.3% for
p33 and 53.3% for p63, respectively). HPV was found in 18 (10.4%) OSCC samples,
corresponding to 17 (19.5%) patients. There were positive samples in 10 (11.5%) PT and 8
(9.2%) MS. The subtypes HPV 16 and 18 were identified in 4 (22.2%) and 3 (16.7%) of the
positive samples, respectively. Presence of both subtypes was found in 6 (33.3%) samples and
in 5 (27.8%) samples they were not identified. The HPV positive samples were significantly
associated with non-smoker patients. Significant differences related to the OSCC prognostic
were found in multivariate analysis for age, tumoral site and p53. The p53 immunoexpression
and low intensity of p63 immunoexpression demonstrated relation with worse prognostic, and
a HPV association to oral carcinogenesis was verified in the non-smoker patients.

Keywords: oral cancer, oral squamous cell carcinoma, prognostic, survival, p53, p63, HPV.
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21

1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma das principais causas de 6bito em todo o mundo, sendo superado
apenas pelas doencas cardiovasculares nos paises desenvolvidos. Para as proximas décadas, ja
¢ esperado o dobro do niumero de pessoas diagnosticadas com cancer, aumentando a demanda
por novos métodos diagnosticos e terapéuticos (DE MEJIA et al. 2003).

O carcinoma epidermoide oral (CEO) ¢ a neoplasia oral maligna mais freqiiente,
correspondendo a cerca de 95% dos tumores orais (FORASTIERE et al., 2001). Caracteriza-
se como uma doenga de caracteristicas heterogéneas, com padrdes distintos de apresentagao e
comportamento. Por estes motivos, ainda ndo foi esclarecido porque alguns pacientes com o
mesmo estadiamento tumoral e localizacdo anatomica primaria evoluem melhor do que
outros.

Por sua elevada letalidade e pelas possibilidades de identificagdo precoce por parte da
rede basica de atendimento odontologico, os pacientes acometidos pelo CEO representam um
sério problema de saude publica mundial, com maior tendéncia de crescimento nos paises em
desenvolvimento (SANKARANARAYANAN et al., 1998). Além disso, tem predominio no
género masculino, assim como também nos pacientes por volta da sexta década de vida. No
entanto, tem sido observado um aumento na incidéncia em adultos jovens, assim como em
pacientes do género feminino. As regides anatomicas mais afetadas sdo a lingua, o assoalho

oral e o labio inferior (GERVASIO et al., 2001).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer oral

As neoplasias malignas da mucosa oral representam cerca de 10% dos tumores
malignos que ocorrem no corpo humano, sendo o cancer oral o 6° tipo de cincer mais
prevalecente no mundo (CARVALHO, 2003; PARKIN et al., 2005). Pelo menos 95% das
neoplasias orais consistem em carcinomas epidermoides, e os tumores adicionais
compreendem os glandulares, os melanomas, os sarcomas e os odontogénicos. Excluindo-se o
cancer de pele, o CEO pode ser considerado o mais comum da regido de cabeca e pescoco
(38% dos casos), predomina no género masculino e tem 75% dos casos diagnosticados na
faixa etaria dos 60 anos (COSTA ADE et al., 2002; PARKIN et al., 2005; WUNSCH-FILHO,
2002). Segundo Gervasio et al. (2001), o CEO pode ser considerado uma neoplasia da terceira
idade, sendo visto esporadicamente antes da terceira e quarta década de vida.

O termo cancer oral integra na Classificagdo Internacional de Doengas (CID) da OMS
o grupo compreendido nos seguintes cddigos: CO0 — Neoplasia maligna do labio, C02 —
Neoplasia maligna dos dois tercos anteriores da lingua, C03 — Neoplasia maligna da gengiva,
C04 — Neoplasia maligna do assoalho da boca, C05 — Neoplasia maligna do palato duro, C06
— Neoplasia maligna de outras partes e de partes ndo especificadas da boca e C06-2 —
Neoplasia maligna da area retromolar (CID-10, 1997). Para o estudo do CEO, ¢ de
fundamental importancia a distingdo da regido da orofaringe, que inclui palato mole, base da
lingua, regido tonsilar e faringe posterior, onde as caracteristicas clinicas, o progndstico da
lesdo e a sensibilidade a radioterapia sdo distintos. No entanto, a maioria dos estudos
envolvendo lesdes orais ndo separa as regides anatomicas orais especificas (HA; CALIFANO,

2004; ORD, 1996). Em um artigo sobre preven¢do do CEO, o préprio Instituto Nacional de
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Cancer (INCA) incluiu as patologias malignas das glandulas salivares, tonsilas e orofaringe
como areas anatdmicas associadas a denominagao de “cancer de boca” (BRASIL, 2003).

O CEO ¢ caracterizado como um tumor epitelial agressivo, pois apesar dos avangos
terapéuticos utilizando os mais recentes protocolos cirurgicos, radioterapicos e/ou
quimioterapicos, a sobrevida dos pacientes em longo prazo permaneceu menor que 50% nos
ultimos 50 anos. Entre as principais causas para este progndstico ruim estd o atraso no
diagnostico da doencga, sendo que geralmente o tumor ¢ detectado quando ja alcangou um
estagio avangado (FORASTIERE et al., 2001).

Alguns trabalhos demonstram prognostico ruim e taxas de sobrevida reduzidas nas
populagdes de baixos niveis sdcio-econdmicos € que geralmente consomem alcool e tabaco
em excesso, pois estes pacientes tendem a demorar mais para procurar cuidados profissionais
(MACFARLANE et al.,, 1996; WUNSCH-FILHO, 2002). Desta forma, em um estudo
comparando pacientes com CEO entre institui¢des de um pais desenvolvido e de um pais em
desenvolvimento, foi encontrada menor sobrevida para os pacientes desta ultima
(CARVALHO et al., 2004).

Dependendo da extensdo da lesdo primdria e da localizacdo anatdmica especifica, o
CEO demonstra grande predisposi¢do para a disseminacdo de metastases em linfonodos
cervicais. Na pratica clinica, o planejamento terapéutico e o prognostico dos pacientes com
CEO estao orientados principalmente pelo estadiamento clinico da lesdo, seguindo a
classificagdo TNM (Tumor-Nodulo-Metéstase), onde o T representa o tamanho do tumor
primério (maior didmetro da lesdo), o N representa a disseminacdo linfatica regional pelo
tumor e o M significa presenga de doenca metastatica a distancia (SOBIN; WITTEKIND,
2002). No entanto, o sistema TNM possui informagdes insuficientes sobre as caracteristicas

bioldgicas tumorais, sendo estas informagdes de fundamental importancia para a obtencao de
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novos fatores prognosticos que possam providenciar informagdes mais acuradas sobre a

agressividade deste tipo de tumor (HIRATSUKA et al., 1997).

2.1.1 Epidemiologia do carcinoma epidermdide oral

Estudos epidemioldgicos demonstram que a prevaléncia do cancer oral varia
significativamente entre os continentes, assim como também dentro de cada pais, estando esta
variagdo possivelmente relacionada com as diferencas locais de incidéncia dos fatores de risco
(JOVANOVIC et al., 1993).

De acordo com as estatisticas de cancer mundiais, em 2002, aproximadamente
274.000 novos casos de cancer oral foram diagnosticados, cerca de 128.000 pacientes foram a
obito por este tipo de neoplasia maligna e quase dois tercos dos casos foram diagnosticados
no género masculino. A regido geografica com maior taxa bruta de incidéncia ¢ a Melanésia
(31,5 casos por 100.000 homens e 20,2 casos por 100.000 mulheres), seguida pelo Sul da Asia
(12,7 casos por 100.000 homens e 8,3 casos por 100.000 mulheres) e também pela alta
incidéncia no género masculino no Oeste e Sul da Europa (11,3 e 9,2 casos por 100.000,
respectivamente). Os padrdes de incidéncia refletem a influéncia regional de fatores de risco
especificos, como o alto consumo de tabaco e alcool em paises do Oeste e Sul europeu, assim
como o freqiiente habito de mascar folhas de betel na Melanésia e no Sul asiatico (PARKIN et
al., 2005). Como agravante, a folha de betel ndo ¢ utilizada sozinha, sendo enrolada em
conjunto com outros ingredientes, como noz de betel, cal extinta e tabaco (KAUGARS et al.,
1992).

Devido ao crescente uso do tabaco, a tendéncia atual da incidéncia do cancer oral vem
aumentando no género feminino (CARVALHO et al., 2001). Além disso, ainda ndo ¢

compreendido o motivo pelo qual a incidéncia desta doenga também ¢ crescente em
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individuos com idade abaixo dos 40 anos e desprovidos de exposicao a qualquer fator de risco
reconhecido (LINGEN et al., 2000; SCHANTZ; YU, 2002).

O Brasil esté entre os paises que possuem os maiores indices de cancer oral. Segundo
dados do INCA, as taxas de prevaléncia, incidéncia e mortalidade para o cancer oral em
algumas 4areas no Brasil estdo entre as mais altas do mundo, sendo a regido de maior
prevaléncia a Sudeste, seguida da regido Sul. O cancer oral representa o 8° tipo de cancer mais
freqliente, sendo a 6 neoplasia maligna mais comum do género masculino e a 8 do feminino.
Para o ano de 2006, as estimativas do INCA indicaram cerca de 13.470 novos casos, com
10.060 casos acometendo o género masculino e 3.410 o feminino, sendo 60% deles na regido
Sudeste (BRASIL, 2006).

O estado de Sao Paulo ¢ considerado uma regido endémica para o cancer oral, porque
possui uma das maiores taxas brutas de incidéncia no pais para cada 100.000 habitantes,
sendo de 17,20 e 4,17 para o género masculino e feminino, respectivamente. Além disso,
concentra 32% e trata cerca de 42% de todos os casos do pais (BRASIL, 2006). A cidade de
Sdo Paulo, possui a maior taxa bruta de incidéncia para cada 100.000 habitantes do continente
americano, com 19,45 e 5,05 para o género masculino e feminino, respectivamente (BRASIL,
2006; WUNSCH-FILHO, 2002). Devido a estes altos numeros, através do Projeto de Lei
703/05 (30/09/2005), ficou instituida a "Semana Estadual de Prevencdo e Combate ao Cancer

Oral", que ocorre anualmente de 24 a 31/05, no estado de Sao Paulo.

2.1.2 Etiologia do carcinoma epiderméide oral

Apesar de ainda ndo haver uma clara compreensao sobre a etiologia do cancer, varios
fatores determinantes tém sido detectados e investigados. O conhecimento dos fatores de risco
constitui a base para uma prevengdo efetiva da doenga. De acordo com Braakhuis et al.

(2002), no caso do CEO, ndo ha um agente ou fator causal isolado, claramente definido ou
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aceito, sendo por este motivo mais provavel que dois ou mais fatores sejam necessarios para
produzir a malignidade, causando um actiimulo de alteragdes genéticas que sdo a base para o
desenvolvimento e progressao do CEO.

Mesmo sendo o CEO uma doenga multifatorial, o consumo de tabaco e alcool sdao os
dois fatores de risco mais evidentes e importantes ndo s6 para o desenvolvimento da
neoplasia, como também para a disseminacdo de metéstases e para o prognostico geral do
paciente. Além disso, a exposicdo cronica desprotegida a radiacdao ultravioleta também ¢
considerada um fator etioldgico evidente nos casos de CEO em lébio inferior ( BUNDGAARD
et al., 1994; MANSOUR et al., 2003).

Outros fatores contribuintes que tém sido implicados na etiologia do CEO sao:
genética e estado sistémico do individuo, meio ambiente com seus efeitos sociais €
comportamentais, irritacdo cronica (como as originadas de proteses mal ajustadas ou dentes
quebrados), higiene oral deficiente, calor (fumo do cachimbo e charuto), exposicdo a
radiacoes e atrofia da mucosa oral na sindrome de Plummer-Vinson (VELLY et al., 1998).
Uma outra influéncia predisponente, mas em nivel regional, ¢ a dos mascadores de betel na
india e em outras partes da Asia (BALARAM et al., 2002).

De acordo com Carvalho et al. (2004), estes fatores de risco associados com a heranga
genética podem gerar um efeito carcinogénico sobre as células normais da mucosa oral, pois
existem evidéncias epidemioldgicas cada vez maiores de que um historico familiar de cancer
de cabeca e pescoco ¢ um fator de risco a doenca, sendo postulado que a instabilidade
genOmica herdada pode aumentar a suscetibilidade ao desenvolvimento do CEO
(JEFFERIES; FOULKES, 2001).

Apesar do consumo do tabaco e do alcool estar implicado como o principal fator de
risco para a etiologia do CEQ, este tumor pode também desenvolver-se em individuos sem

historia de exposicdo a estes fatores (DAHLSTROM et al., 2003). Além disso, somente uma
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pequena propor¢ao de individuos expostos a estes fatores desenvolve a neoplasia, havendo
cada vez mais uma populacdo emergente desprovida desta exposi¢do ¢ com a incidéncia do
tumor, sugerindo a influéncia de outros fatores que podem desempenhar um papel etiologico
na carcinogénese oral (BALARAM et al., 1995; SCULLY, 2002).

Mesmo com a alta prevaléncia desta doenga em nosso pais, estudos populacionais

relativos ao CEO e seus fatores de risco sdo surpreendentemente escassos no Brasil

(GERVASIO et al., 2001; WUNSCH-FILHO, 2002).

2.1.3 Caracteristicas clinicas

De acordo com Kowalski e Souza (2001), os individuos com CEO geralmente
percebem alguma alteragdo e procuram cuidados terapéuticos profissionais em média apds
quatro a oito meses do inicio da lesdo, aumentando para até 24 meses nos grupos socio-
economicos mais baixos. Uma dor minima ocorre na fase inicial de crescimento, sendo um
dos principais fatores implicados no atraso do diagnostico.

Os sinais e sintomas do CEO geralmente estdo associados as queixas relacionadas com
feridas que ndo cicatrizam, nos labios e/ou na boca. Ulceragdes superficiais com menos de
dois centimetros de didmetro também podem ocorrer, podendo ser indolores e com auséncia
ou presenca de sangramento. Outros sinais e sintomas relacionados sdo: manchas brancas e/ou
avermelhadas na mucosa oral, dor ou desconforto a mastigacdo e degluti¢do, dificuldade na
fala, emagrecimento acentuado e presenga de linfadenomegalia cervical (BRASIL, 2003).

O CEO pode incidir em qualquer parte da mucosa oral, porém, a lingua, o assoalho
oral e o labio inferior sdo os locais mais acometidos pelas lesdes nas pesquisas
epidemioldgicas. Outros locais de envolvimento menos freqiiente sdo: palato duro, mucosa

retromolar, mucosa jugal e gengiva (GERVASIO et al., 2001).
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Segundo Antoniades et al. (1995), o CEO labial ¢ tipicamente encontrado em pessoas
com exposicao cronica desprotegida a radiacao ultravioleta, sendo que a maioria dos pacientes
afetados trabalha ao ar livre (70%). As lesdes podem também surgir no local onde cigarro,
cachimbo ou charuto entram em contato com a mucosa labial e quase 90% delas surgem no
labio inferior.

A historia natural do CEO envolve a progressdao seqiiencial através de aspectos
clinicopatoldgicos iniciais, comegando por uma proliferacao atipica, progredindo para uma
displasia, carcinoma in situ e depois para um carcinoma invasivo, culminando em metastase.
No entanto, este tipo de neoplasia geralmente pode demorar de meses a anos para progredir
através destes estagios, sendo de facil acesso ao diagnostico por biopsia antes de atingir seus
estagios avancados de incurabilidade (MASHBERG; SAMIT, 1989).

O diagnostico das displasias da mucosa oral € extremamente importante na pratica
clinica diaria, entretanto, sua aparéncia clinica pode ser bastante variavel. Individuos com
lesdes displasicas na cavidade oral possuem de 10 a 20% de chances de progressdo para um
CEO. As lesdes displasicas podem apresentar-se como lesdes pré-cancerosas, na forma de
leucoplasia ou eritroplasia (LUMERMAN et al., 1995; SPEIGHT; MORGAN, 1993).

A leucoplasia, geralmente um sinal ou uma placa branca associada com o uso do
tabaco ou de origem idiopatica, ¢ a lesdo pré-cancerosa mais comumente encontrada na
cavidade oral (WARNAKULASURIYA, 2001). O diagnéstico da leucoplasia ¢ feito quando
uma lesdo branca encontrada durante o exame clinico ndo pode ser claramente diagnosticada
como qualquer outra doenca da mucosa oral que possa apresentar uma aparéncia branca, e, de
acordo com van Der Wall et al. (1997), deve ser confirmado pelo exame histologico para
exclusdo de quaisquer outras doengas mucosas ou malignidades, e também para estabelecer a

presenca ou auséncia de displasia epitelial.
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define as leucoplasias como tecidos
morfologicamente alterados com maior susceptibilidade de ocorréncia do cancer (WHO,
1997). Segundo Silverman et al. (1984), a presenca ¢ o grau da displasia epitelial sdo
reconhecidos como importantes na avaliagdo do potencial cancerigeno de uma lesao, contudo,
estes diagnosticos podem diferir conforme a subjetividade e a experiéncia dos investigadores.
Em geral, leucoplasias orais com caracteristicas verrucosas, nodulares ou eritematosas sdao
acompanhadas de maior risco de malignizacdo (WARNAKULASURIYA, 2001).

Assim como a leucoplasia, a eritroplasia ¢ definida como uma placa vermelha que nao
pode ser diagnosticada de maneira clinica ou patologica como qualquer outra condi¢ao. Além
disso, ambas as condi¢des podem aparecer em associagdo. Entretanto, apesar de ser menos
comum que a leucoplasia, existe um maior potencial da descoberta de displasia significativa,
carcinoma in situ ou invasivo em biopsias de eritroplasias. A mucosa alterada aparece como
uma macula ou placa eritematosa bem demarcada e assintomatica, com uma textura macia e
aveludada. Apesar de uma significativa propor¢ao dos carcinomas escamosos da mucosa de
revestimento da cavidade oral originar-se de superficies epiteliais displasicas, a malignidade
também pode originar-se de um epitélio desprovido destas alteragdes, dificultando
sobremaneira o diagnostico precoce da doenca (CASIGLIA; WOO, 2001).

Segundo Casiglia e Woo (2001), as lesdes do CEO podem ter apresentagdo clinica
variada, podendo apresentar-se como: exofiticas (formadoras de massa), endofiticas (com
ulceragdes), leucopldsicas (placas brancas), eritropldsicas (placas vermelhas) e/ou
eritroleucoplasicas (placas vermelhas e brancas). Nos primeiros estagios, o CEO pode
apresentar-se como uma placa nacarada, elevada e firme ou como uma area de espessamento
mucoso, irregular, grosseira e aspera. Uma area verrucosa de espessamento mucoso pode ser
confundida com uma leucoplasia, mas também pode representar o tumor em estagio inicial.

Muitas vezes, as alteragdes aparecem sobre uma base de eritroplasia ou leucoplasia. Com a
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progressao, a lesdo pode sofrer ulceracao e necrose central, podendo ser delimitada por bordos
elevados, hiperémicos, firmes, duros e irregulares ou arredondados. Com o decorrer do tempo,
as ulceras tornam-se maiores € mais profundas, com extensao para os tecidos circunjacentes e,
possivelmente, fixagdo as estruturas anatdomicas adjacentes (MASHBERG; SAMIT, 1989). A
destruicao do osso subjacente, quando presente, pode ser dolorosa ou completamente sem dor,
aparecendo nas radiografias como uma radiotransparéncia com aspecto de “roida por tragas”,
com margens rotas ¢ maldefinidas. Em estagios avangados, os sintomas podem incluir dor,
dificuldades na fonagdo e degluticdo, comprometimento das vias aéreas e disfungdes de
nervos craniofaciais (CASIGLIA; WOO, 2001; FORASTIERE et al., 2001).

De maneira geral, estes tumores tendem a se infiltrar localmente antes de
disseminarem metastases. Porém, quando ndo diagnosticado em seu estagio inicial, o CEO
pode propagar-se regionalmente para os linfonodos submandibulares e jugulares superiores
internos, conforme o modelo anatomico do fluxo linfatico na regido cervical, podendo
disseminar posteriormente para sitios mais distantes (OKADA et al., 2003; WOOLGAR,
1999). Os lugares mais favordveis de metéstases a distancia sdo os pulmdes, o figado, os
ossos e os linfonodos mediastinais. Contudo, muitas vezes as metastases regionais e distantes
podem estar ocultas no momento da descoberta da lesdo primaria, afetando sobremaneira o
prognostico dos pacientes (ASAKAGE et al., 1998; OKADA et al., 2003). Por outro lado, na
literatura existem outros estudos evidenciando a ocorréncia de linfonodos cervicais
patologicamente positivos em pacientes sem evidéncias clinicas da doenga (HICKS et al.,
1998; LYDIATT et al., 1993).

Outra caracteristica clinica importante e que influi no progndstico dos pacientes com a
doenga ¢ a alta freqiiéncia de formacdo de tumores primarios multiplos, que levou ao conceito
de cancerizacdo em campo, primeiramente utilizado por Slaughter et al. (1953). Em um

trabalho classico sobre o assunto, os autores examinaram cortes histoldgicos tumorais de 783
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pacientes com carcinomas de cabega e pesco¢o, numa tentativa de compreender as principais
e mais evidentes alteracdes encontradas no epitélio adjacente aos tumores e, desta forma,
explicar seu comportamento clinico. Foi descoberto entdo que todas as areas além do limite
tumoral possuiam alteracdes histoldgicas e que 88 (11%) pacientes possuiam mais do que
uma darea independente de malignidade. Os autores concluiram que a mucosa do trato
digestivo superior poderia ter sido submetida a alteragdes apds anos de exposi¢cdo cronica a
carcinogenos, se tornando suscetivel ao desenvolvimento de diversos focos neoplasicos
independentes, com potencial para formagdao de multiplas lesdes que as vezes coalescem.
Devido a este fato, um individuo que viver cinco anos ap6s o diagnéstico do tumor primario
inicial tem até 35% de chances de desenvolver um novo tumor primario dentro daquele
periodo de tempo (SLAUGHTER et al., 1953).

A interpretacdo de que pequenos e independentes focos tumorais coalescem em um
unico tumor € questionavel. Entretanto, o conceito de que alteragdes pré-cancerosas se

extendem além da area macroscopicamente visivel do tumor ¢ bastante valida e considerada

nos dias atuais (BRAAKHUIS et al., 2002)

2.1.4 Caracteristicas histopatologicas

No exame histolégico, o CEO pode comecar como uma lesdo displasica, que pode ou
ndo evoluir para uma displasia de toda espessura do epitélio (carcinoma in situ) previamente a
invasdo do estroma conjuntivo subjacente. No entanto, o padrdo normal de evolugdo ¢ o CEO
comegcar histologicamente como uma lesdo in situ, algumas vezes com éreas circundantes de
atipia epitelial ou displasia. Com a progressdo, o carcinoma in situ rompe-se através da
membrana basal e invade o tecido conjuntivo subjacente, geralmente sendo cercado por um
infiltrado inflamatorio proeminente. Estas neoplasias podem variar desde carcinomas

ceratinizantes bem diferenciados até lesdes altamente indiferenciadas (ANNEROTH et al.,
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1986). E considerado bem diferenciado quando faz lembrar a estrutura na qual foi originado,
no caso, um epitélio escamoso, apresentando tendéncia das células para a ceratinizagdo. O
tumor ¢ dito moderadamente diferenciado quando essas células sdo visualizadas em menor
intensidade e ¢ denominado de pouco diferenciado quando os caracteres histologicos e
citologicos vagamente lembram as estruturas oriundas do epitélio escamoso (BRASIL, 2001).

Segundo Anneroth et al. (1986), o CEO surge no epitélio superficial e ¢
histopatologicamente caracterizado por ilhas e corddes invasivos de células epiteliais
malignas, que mostram diferenciacdo em direcdo a uma morfologia escamosa. As células
tumorais geralmente apresentam nucleos grandes, com um aumento da razdo nucleo-
citoplasma. Sdo vistos graus variados de pleomorfismo celular e nuclear, com pérolas de
ceratina produzidas por células individuais ou ilhas de epitélio escamoso. Podem ocorrer
mudangas no estroma circundante, com a formagao de novos vasos sanguineos (angiogénese)
e de um infiltrado de células inflamatoérias cronicas. Ocasionalmente, um colageno
consideravelmente denso também pode ser encontrado. Além disso, o CEO pode variar de um
neoplasma ceratinizado bem diferenciado até um tumor anaplasico, podendo apresentar
caracteristicas basaldides e algumas vezes até apresentar um padrao sarcomatoéide.

De acordo com D'cruz e Mulherkar (2005), o grau de diferenciacdo, a profundidade de
infiltracdo, a presenga de invasdo perineural ou linfo-vascular, o envolvimento linfonodal e a
extensdo extra-capsular da doenca sdo considerados importantes parametros histologicos para
identificacdo do subgrupo de pacientes com pobre progndstico. No entanto, como a resposta
terapéutica pode variar amplamente entre os pacientes, outras caracteristicas sdo requeridas
para a identificagdo do grupo de tumores de alto risco, objetivando a otimizagdo dos

tratamentos padronizados contra o CEO.
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2.1.5 Tratamento

As alternativas terapéuticas sao estratificadas em sua maioria conforme o estadiamento
clinico tumoral. A terapia do CEO esta baseada em tratamentos cirurgicos ou radioterapicos
quando o tumor encontra-se em seus estagios clinicos iniciais, enquanto as lesdes avancadas
respondem melhor ao tratamento combinado entre ambos. Entretanto, nem sempre a evolucdo
clinica segue o padrdao clinicopatologico esperado (BRADY, 1988; CARVALHO et al.,
2003).

E importante observar que o tratamento do CEO, realizado através de cirurgia,
radioterapia e/ou quimioterapia, pode ser comprometido em pacientes com precarias
condig¢des de higiene oral, pois sdo bastante estabelecidos e conhecidos na literatura os danos
da osteorradionecrose, mucosite € xerostomia nos pacientes em tratamento pela doenca
(COSTA, 2005).

A cirurgia para ressec¢cdo dos tumores primarios deve incluir sempre toda a lesdo
tumoral, além das margens adjacentes de tecido livre. A radioterapia de lesdes extensas deve
incluir também as cadeias de drenagem linfatica, mesmo quando clinicamente elas nao
estejam acometidas. Portanto, as opg¢des de tratamento variam conforme o estadio clinico das
lesdes (BRASIL, 2002).

Apesar dos avangos terapéuticos, a sobrevida dos pacientes tratados ndo tem
aumentado significativamente nas ultimas duas décadas, configurando-se como as principais
razdes para este fato os altos indices de recorréncias e metastases observados nos pacientes
com tumores ndo responsivos as alternativas terapéuticas utilizadas (CARVALHO et al.,
2003; WOOLGAR, 1999).

De acordo com Oliver et al. (1996), a quimioterapia no tratamento do CEO somente ¢
utilizada em protocolos de preservacdo de o6rgdo, adjuvancia a radioterapia ou como um

agente paliativo para os sintomas dos pacientes. Os agentes quimicos citotdxicos comumente
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utilizados sdo: metotrexato, cisplatina, carboplatina, fluororacil, paclitaxel e docetaxel
(FORASTIERE et al., 2001).

Uma das promissoras abordagens terapéuticas em teste associadas a biologia
molecular ¢ a inje¢do intralesional do adenovirus ONYX-015, que tem a capacidade de
replicar seletivamente e causar lise nas células tumorais deficientes da atividade do gene
supressor tumoral P53, ndo proliferando nas células normais (DAS; NAGPAL, 2002; HEISE
et al., 1999).

O tratamento desse tipo de cancer pode implicar em mutilagio que muitas vezes
inabilita o paciente, podendo resultar em graves conseqiiéncias funcionais, psicoldgicas e
sociais para o individuo (KOWALSKI; NISHIMOTO, 2000). Por este motivo, um efetivo
sistema de suporte psicologico, juntamente com uma experiente equipe de profissionais
especializados de diversas areas, torna-se imprescindivel para a reabilitacdo do paciente

acometido pelo CEO (FORASTIERE et al., 2001).

2.1.6 Prognostico do carcinoma epidermoide oral

Apesar dos avancgos terapéuticos que conduziram a um melhor controle local da
neoplasia, o indice de sobrevida dos pacientes com CEO pouco melhorou nas ultimas décadas
(VOKES et al., 1993).

Os principais fatores prognosticos comumente reconhecidos no CEO incluem a
localizagdo anatomica da lesdo primdria e o estadiamento clinico TNM do paciente. No
entanto, embora uteis, estes fatores nem sempre possibilitam uma discriminagdo definitiva
entre pacientes de baixo e alto risco. Dentre os demais fatores que determinam o prognostico
deste tipo de neoplasia, estdo também a escolha terapéutica e a diferenciagdo histoldgica

tumoral (OKADA et al., 2003).
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Por outro lado, outros autores relataram nao haver correlacao entre o estagio clinico e
a classificacao histologica da lesao priméaria no prognoéstico desta neoplasia (ANNEROTH et
al.,, 1986; WILLEN et al., 1975), o que levou outros trabalhos a também considerarem a
espessura tumoral como um indicador prognostico tumoral (MOHIT-TABATABALI et al.,
1986; SPIRO et al., 1986).

Assim como em outros tipos de neoplasias malignas, o diagndstico precoce constitui
um dos fatores prognosticos de maior importancia, sendo o avancado estdgio da doenga no
momento diagndstico um dos mais importantes fatores determinantes de um prognostico
ruim. Segundo a maioria dos autores, a mortalidade aumenta em relagdo ao estagio clinico em
que o diagnostico da neoplasia ¢ feito. Portanto, a detec¢do precoce, ao lado do tratamento
adequado, configuram-se como fatores essenciais na prevencdo das mortes prematuras pela
doenca, além de reduzir o desfiguramento estético e as seqiielas funcionais dos pacientes
(OLIVER et al., 1996).

Para os pacientes submetidos aos tratamentos padronizados, a taxa de recidiva tumoral
varia de 18 a 76%, podendo ser influenciada por fatores como localizacdo anatdomica,
estadiamento clinico, caracteristicas histologicas e tratamento (SHAH; LYDIATT, 1995). De
acordo com Gillison et al. (2000), a maioria dos casos de recidiva tumoral no CEO ocorre no
periodo dos 18 primeiros meses apos o diagnostico, sendo de mau progndstico e raramente
tratdveis as recidivas que ocorrem de maneira precoce apds a resseccdo cirdrgica. O
prognostico € melhor nas lesdes labiais, cuja taxa de cinco anos isentos de recidiva ¢ de cerca
de 90%. Por outro lado, o progndstico ¢ mais sombrio para os tumores de assoalho oral e base
da lingua, associados a uma taxa de cinco anos livres de recidiva que varia de 20 a 30%
(VOKES et al., 1993). Além disso, o desenvolvimento de multiplos tumores primarios nos
pacientes com esta doenca foi relatado ser de 3 a 7% ao ano, maior que qualquer outra

malignidade. Em conseqiiéncia disto, uma significativa reducdo na sobrevida dos pacientes
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pode ocorrer, demonstrando uma influéncia direta do processo de cancerizagdo em campo no
progndstico dos pacientes (ANDERSON et al., 2001).

A maioria das metastases linfaticas do CEO ¢é encontrada nos linfonodos cervicais,
sendo considerado por varios autores como outro significativo fator prognostico da doenga
(JONES et al., 1994; SHAH et al., 1990). A incidéncia de metéstases em linfonodos cervicais
varia de 35,3 a 60% nos pacientes acometidos pelo CEO. Além disso, esta incidéncia difere
de acordo com o sitio da lesdo primaria, sendo relatada uma taxa de 37 a 55% na lingua, 11-
50% na gengiva mandibular e 24-75% na mucosa do assoalho oral (NAKAYAMA et al.,
1999; WOOLGAR, 1999). Entretanto, alguns pacientes apresentam metéastases linfonodais
cervicais originarias de lesdes mucosas primarias que podem estar clinicamente ocultas
(FORASTIERE et al., 2001). As metastases a distdncia sdo observadas em 15 a 20% dos
pacientes, acometendo na maioria das vezes os pulmdes ¢ o figado (BRANDAO et al., 2000).

Considerando em conjunto todas as regides anatdmicas que podem ser acometidas, o
indice de sobrevida em cinco anos do CEO em estagio inicial ¢ de aproximadamente 80%,
enquanto a sobrevida cai para 19% na doenga em estdgio avancado (VOKES et al., 1993;
FORASTIERE et al., 2001). Em geral, a taxa de sobrevida em cinco anos chega a cerca de 45
a 50% (CARVALHO et al., 2003). O prognoéstico declina com o aumento de tamanho e
estadio clinico do tumor, sendo o diagndstico precoce e o tratamento adequado essenciais para
prevengdo de mortes prematuras, desfiguramentos estéticos e seqiielas funcionais causadas
pela doenca.

O CEO localizado no labio inferior ¢ caracterizado por um crescimento lento e tende a
disseminar sua metdstase mais tardiamente, com menos de 2% dos pacientes presentes no
diagnostico com linfonodos envolvidos. Por este motivo, demonstra a mais favoravel taxa de
sobrevida em cinco anos (de 85 a 90%). No entanto, quando a lesdo estd localizada no

assoalho oral ou na parte anterior da lingua, as metastases ocorrem de maneira mais precoce, €
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a sobrevida em cinco anos dos pacientes ¢ reduzida para a faixa de 25 a 65% (ANTONIADES
et al., 1995).

Considerando a facilidade de acesso ao diagndstico das lesdes orais e a relativa
demora na progressao da lesdo displasica para o carcinoma in situ € depois para o carcinoma
invasivo, cada morte provocada pelo CEO pode ser considerada uma falha clinica ou do
sistema de educagdo sanitdria, uma vez que a presenca das lesdes na maioria das vezes ja era

conhecida hd muito tempo antes que fosse determinada sua verdadeira natureza

(FORASTIERE et al., 2001).

2.2. Marcadores imunohistoquimicos

Os avangos nas investigagdes das alteragdes moleculares que ocorrem nas células
submetidas a transformacdo maligna ajudam a desvendar os mecanismos da ocorréncia e
progressao dos tumores. Neste sentido, a identificacdo da expressdo de moléculas especificas
associadas ao processo carcinogénico tem conduzido ao conhecimento de um crescente
nimero de marcadores moleculares que demonstram relagio com as caracteristicas das
neoplasias malignas, complementando os parametros clinicos e histologicos tradicionalmente
utilizados para identificar o grupo dos pacientes de alto risco, que possuem um curso clinico
mais agressivo da doenca. A caracterizagdo do CEO através de marcadores moleculares
especificos pode esclarecer as variagdes individuais no curso clinico dos pacientes, ajudando
em estimativas mais confidveis sobre o prognostico da doencga e orientando as condutas

terapéuticas (SCHLIEPHAKE, 2003).

2.2.1. O gene p53
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O gene p53 foi inicialmente concebido como um possivel oncogene devido a sua
capacidade de transformar fibroblastos (LANE; CRAWFORD, 1979). As anormalidades ou a
inativacdo do gene p53 tém sido apontadas como os defeitos genéticos mais comuns no
cancer humano (MOLL et al., 2001) e em mais da metade dos tumores de cabeca e pescoco
sdo encontradas alguma forma de mutagio deste gene (BOYLE et al., 1993). E um conhecido
gene supressor tumoral em mamiferos, localizado em 17p13.1, controla respostas cruciais ao
estresse celular desenvolvidas pelos muitos tipos de danos ao DNA (ex: radiacdo UV,
hipoxia) e estimulagdes oncogénicas, que conduzem a sua ativagdo (MOLL et al., 2001).
Recebe esse nome porque codifica uma proteina nuclear de 53 kd (SIRVENT et al., 2001),
primeiramente identificado por Lane e Crawford (1979), através da associacdo nuclear de sua
proteina com o virus tumoral SV40.

A organizacdo gendmica do gene p53 apresenta-se altamente conservada entre as
diferentes espécies, possui aproximadamente 20 kb e contém 11 exons e 393 codons. A regido
com propriedade de ativagdo da transcri¢do estd localizada na extremidade N-terminal de seu
produto génico (SOUSSI; MAY, 1996).

A complexidade deste gene aumentou recentemente, quando Bourdon et al. (2005)
estabeleceram que o gene humano p353 pode codificar ao menos nove diferentes isoformas de
proteinas (p53, pS3P, p53y, A133p53, A133p53P, A133p53y, A40p53, A133p53PB e A133p53y),
que podem ser originadas a partir de dois sitios distintos de transcricdo, além de também
serem influenciadas por promotores e splicings alternativos. Além disso, as isoformas da
proteina p53 possuem diferentes localizagdes intra-celulares, sugerindo possiveis atividades
biologicas especificas (BOURDON, 2007). Algumas investigagdes ja confirmaram a detecgao
e a expressdo anormal de algumas isoformas da proteina p53 na leucemia mieldide aguda

(ANENSEN et al., 2006), em neuroblastomas (GOLDSCHNEIDER et al., 2006) e nos
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tumores de cabeca e pescogo (pS3p, pS3y, A133p53, A133p53B e A133p53y) (BOLDRUP et

al., 2007).

2.2.2. Funcao do gene p53

As diferentes isoformas da proteina p53 recentemente descobertas talvez possam
justificar suas multiplas fungdes bioldgicas. O gene p53 controla o ciclo celular de células
normais, regulando pelo menos dois estdgios na resposta as injurias ao DNA: As transi¢des
G1/S e G2/M (KASTAN et al., 1992). Quando ocorrem danos ao DNA, a ativacao do gene
p33 pode estimular a parada do ciclo celular nestes estadgios, a apoptose, ou, em algumas
circunstancias, a senescéncia, prevenindo por meio disso a formagao de tumores (HIBI et al.,
2000; MOLL et al., 2001). O retardo na progressao do ciclo celular permite que o DNA lesado
seja reparado antes da c€lula entrar na fase S ou na fase M. No entanto, se o dano ao DNA for
muito extenso, dificultando o reparo, a célula entra no processo de apoptose (FISHER, 2001).
Por outro lado, nos casos de inativagdo do gene P53, as células podem progredir para a fase S
sem reparo do DNA danificado, resultando em instabilidade genomica e permitindo o
acimulo de novas mutagdes (MOLL et al., 2001).

A funcdo do gene p53 no controle do ciclo celular na fase G2 foi demonstrada por
Shen et al. (1996), investigando as células em diferentes fases de seu ciclo, antes da ativagao
de P53. A andlise por citometria de fluxo revelou, nesses casos, que a indugdo deste gene em
células sincronizadas na fase G1/S fazia com que estas parassem na fase G2. Portanto, a
forma selvagem de p53 pode bloquear a progressao do ciclo celular tanto na fase G1 quanto
em G2, dependendo do momento em que ocorre sua superexpressao.

Os genes que podem ser induzidos ou suprimidos pelo p53 podem ser divididos em
inibidores do ciclo celular e relacionados a apoptose. Dentre os inibidores do ciclo celular, os

WAF1/CIP1
1 )

mais importantes sdo o inibidor de proteina quinase dependente de ciclina (p2 ea
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proteina de parada do crescimento ¢ dano no DNA (GADDA45). Os genes relacionados a
apoptose incluem Bax (pro-apoptotico) e Fas/APOI (codifica o receptor transmembranar
CD95 da superficie celular, importante em um dos sistemas que promovem a morte celular)
(KANNAN et al., 2000). Também existem evidéncias de que o p53 modula a expressao do
PCNA, em resposta a lesdao gendmica (KROPVELD et al., 1996).

De acordo com Borresen-Dale (2003), a perda das funcdes do gene p53 elimina a
resposta de parar o ciclo celular quando hd dano no DNA, permitindo a replicagdo de um
molde de DNA anormal. Como conseqiiéncia, espera-se que tumores com mutagdes em p353
tenham uma alta freqiiéncia de mutacdes em outros genes, além da expressdo alterada de
genes alvos do p53. A inibigdo da sintese de DNA durante a indugdo de genes responsaveis
pelo reparo do DNA pode ser explicada pelo conceito de que o p53 € o guardido molecular do
genoma (KANNAN et al., 2000).

O tipo selvagem da proteina p53 estd presente no nucleo de todas as células dos
mamiferos, tendo um papel central na modulacdo de respostas celulares e fatores citotoxicos.
E uma fosfoproteina com 53 kd, sendo composta por 393 aminoacidos (PAVLETICH et al.,
1993). Niveis aumentados desta proteina podem bloquear o ciclo celular ou desencadear a
apoptose, prevenindo a replicacdo de células com DNA danificado.

A proteina p53 selvagem tem uma meia-vida curta, de aproximadamente seis a 20
minutos, enquanto sua forma alterada tem meia vida de até seis horas. A eventual detec¢do de
uma pequena quantidade da forma selvagem de p53 ¢ o resultado de um processo dindmico
entre expressao, estabilizacdo e degradagdo desta proteina. Mediadores positivos e negativos
regulam precisamente a estabilidade e a atividade de p53. A estabilizagdo da proteina p53,
com aumento da sua expressdo, pode ocorrer em resposta a varios agentes que causam dano
ao DNA, acarretando mudancgas conformacionais, ativacdo e acimulo nuclear dessa proteina

(HUPP et al., 2000). A alta concentracdo desta proteina nas células tumorais ocorre devido a
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formacdo de um complexo com outros tipos de proteinas, como o produto do MDM?2 e
proteinas do choque térmico, essa interacdo aumenta a meia-vida de p53 em muitas horas,
permitindo a detecgdo de seu acumulo nuclear (FINLAY et al., 1988). Esse acimulo pode ser
detectado pelo método de reagdo imunohistoquimica (IHQ) utilizando-se anticorpos
monoclonais disponiveis no mercado, direcionados a epitopos de p53 mutado ou selvagem.
Em condig¢des normais, a deteccao de p53 selvagem por IHQ pode ocorrer em algumas
células em resposta ao dano no DNA (BORRESEN-DALE, 2003). Segundo Geisler et al.
(2001), a correlacao entre o acumulo nuclear de p53 medido IHQ e mutagdes no gene p53
detectadas por sequenciamento ¢ menor que 75%. A razdo para isso € que nem todas as
mutacoes produzem uma proteina estavel e outras podem resultar em proteinas truncadas que
podem nao ser detectadas por IHQ. Outras vezes, no entanto, proteinas nao mutadas, porém
ligadas a outra proteina celular (formando compostos inativos truncados), podem dar um
resultado positivo somente na IHQ. Segundo Wynford-Thomas (1992), a acuracia da IHQ na
detecgdo da proteina p53 pode ser considerada similar a outras metodologias mais sofisticadas

de biologia molecular.

2.2.3. Expressao da proteina pS3 no carcinoma epoidermoide oral

As alteracdes na expressdo da proteina p53 sdo as anormalidades genéticas mais
frequentemente detectadas nos carcinomas de cabega e pescogo, assim como no CEO
(BRAITHWAITE et al., 2005). Brennan et al. (1995) demonstraram que os pacientes que
possuem tumores associados com a exposi¢do aos maiores fatores etiologicos do CEO — o
tabaco e o alcool — possuem um aumento significativo na prevaléncia de mutacdes do gene
P53 em relagdo aos pacientes ndo expostos.

Ao investigarem retrospectivamente a imunoexpressdo da proteina p53 em 129

amostras parafinizadas de CEO, Famulski et al. (2002) encontraram positividade em 75 (58%)
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dos casos estudados. No entanto, ndo encontraram associagdes estatisticamente significativas
entre o acumulo da expressao de p53 e variaveis como localizagdo anatomica, idade, género,
graduacao histoldgica, indice mitotico e padrao invasivo da margem tumoral, sugerindo que o
aumento da imunoexpressdo de p53 nao desempenha um papel relevante na progressao
tumoral do CEO.

A participagdao do acumulo da expressdao da proteina p53 na progressao tumoral do
CEOQ, assim como também no prognéstico da doenca, ¢ um tema abordado em diversas e
discordantes pesquisas, pois ainda ndo existe um consenso na literatura atual em relacdo a
influéncia das alteragdes do gene p53 encontradas na neoplasia (GONZALEZ-MOLES et al.,
2001; GRABENBAUER et al., 2000; SAUTER et al., 1992; SITTEL et al., 1999). Entre as
maiores dificuldades na interpretacao destes dados estdo as diferencas amostrais e as
disparidades entre as técnicas laboratoriais utilizadas (KOONTONGKAEW et al., 2000;
VORA et al., 2003).

Apesar das divergéncias, na maioria dos estudos a detec¢do da proteina p53 tem sido
associada a um pior progndstico. Avaliando apenas carcinomas epidermoéides de lingua, Unal
et al. (1999) observaram que as alteragdes na expressao de p5S3 podem promover um potencial
metastatico as células neopldsicas, muitas vezes aparecendo antes da ocorréncia de
metastases. De acordo com van Houten et al. (2002), uma criteriosa avaliagcdo das alteragdes
na expressao da proteina p53 nas margens cirirgicas adjacentes aos tumores excisados pode
identificar pacientes com alto risco de recorréncia tumoral e, segundo Lowe et al. (1994), os
defeitos no funcionamento do gene p53 podem predizer uma resisténcia a quimioterapia nos

pacientes com a doenga.
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2.3.1. O gene p63
A importancia do p53 na homeostase normal da célula e na génese tumoral direcionou
a pesquisa de seus genes homologos, provavelmente oriundos de um gene ancestral comum
(HIBI et al., 2000; STRANO et al., 2001). Apos cerca de 20 anos da descricao do gene p53,
seus dois homologos — p63 e p73 — foram identificados com base em uma identidade
compartilhada de seus trés maiores dominios funcionais: dominio de transativagdo (TA),
dominio de ligacio ao DNA (DBD, do inglés: DNA Binding Domain) e dominio de
oligomerizagdo (OD, do inglés: Oligomerization Domain). Além desses trés dominios, os
genes p63 e p73, assim como o p53, contém na sua extremidade C-terminal um dominio de
interacao proteina-proteina conhecido como sterile alpha motif (SAM) (YANG et al., 1998).
Na época, a descoberta destes homdlogos gerou grande expectativa em relacdo a suas fungdes
biologicas, enquanto o gene p53 possui como principal fun¢do responder as agressdes ao
DNA, o p63 parece ser essencial ao desenvolvimento e diferenciacdo de determinados tecidos
(DE LAURENZI; MELINO, 2000). Funcdes especificas sdo associadas a estes genes, intimas
reagdes bioquimicas cruzadas entre os membros desta familia sugerem uma rede funcional
que pode influenciar diferentes aspectos da agdo individual de cada gene. Atualmente, sabe-se
também que os genes p53 e p63 possuem similaridades e diversidades, pois podem codificar
proteinas com fun¢des completamente novas ou relacionadas. Contudo, estas ultimas sdo mais

complexas, porque podem ser de natureza agonista ou antagonista com o P53 (MOLL et al.,

2001).

2.3.2. Estrutura e fun¢io do gene p63
O gene p63, localizado em 3q27-9, ¢ freqlientemente submetido a promotores e
regides de splicing alternativos. Possui dois promotores que produzem duas classes de

proteinas, uma contendo o dominio de TA N-terminal (TAp63) e outra destituida deste
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dominio (ANp63) (MOLL et al., 2001; YANG et al., 1998). Além disso, cada classe de suas
proteinas ¢ também submetida a splicings alternativos em sua extremidade C-terminal,
podendo omitir um ou varios exons, originando entdo trés isoformas para cada uma de suas
duas classes de proteinas codificadas (TAp63a, TAp63B, TAp63y e ANp63a, ANp63f,
ANp63y) (MOLL et al.,, 2001; YANG et al.,, 1998). Em adi¢do a estas seis isoformas
produzidas, uma forma truncada da isoforma ANp63, a ANp63**, tem sido descrita com a
auséncia completa da extremidade C-terminal (YAMAGUCHI et al., 2000). Todas as
1soformas da proteina p63 contém um DBD e um OD com seqiiéncias homologas a p53. A
Figura 1 demonstra em A as isoformas produzidas da proteina p63, e, em B, a identidade

compartilhada de seus dominios funcionais com a proteina p53.

TAp63 Isoforms
TApe3e [ TA ] [ OD | SAM Exons 1-14
TAp63p [ OD | Exons 1-14 (exon 13 deleted)
TAp63y [ OD | Exons 1-15 (exons 11-14 deleted)
A Np63 Isoforms
A Np63o. (AN [ oD | SAM Exons 3'-14
A Np63p Exons 3’14 (exon 13 deleted)
A Np63y Exons 3’-15 (exons 11-14 deleted)
A Np630 Exons 3°-8
ps3 | OD |
22% 60% 37%

Figura 1 — Isoformas da proteina p63 (A) e porcentagem de homologia

seqiiencial de seus dominios funcionais com p53 (B).
TA-Transactivation Domain, DBD-DNA Binding Domain, OD-Oligomerization
Domain, SAM-sterile alpha motif. (KING; WEINBERG, 2007).

As isoformas protéicas do gene p63 compartilham mais de 60% da identidade de seus
aminoacidos com a proteina do p53. Assim como possuem também hotspots para mutagdes

semelhantes aos do P53 em tumores (MOLL et al., 2001). De acordo com o produto final, a
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proteina traduzida pode ser chamada de p40 (ANp63P*), p51A (TAp63y), p51B (TAp63a) e
p73L ou CUSP (proteina encontrada na estomatite ulcerativa cronica) (HIBI et al., 2000;
RATOVITSKI et al., 2001).

Estas proteinas podem gerar uma complexidade de modula¢des por combinagdes de
suas extremidades iniciais e terminais especificas. A compreensdo de suas fung¢des biolodgicas
depende do conhecimento dos locais e das formas protéicas expressas sob determinadas
circunstancias. As proteinas TAp63 podem mimetizar a funcdo de p53 in vitro, incluindo a
transativagdo de muitos de seus genes-alvo, podendo induzir apoptose. Por outro lado, as
proteinas ANp63 atuam como inibidoras destes genes-alvo, para o proprio p53 e também para
suas proprias proteinas TAp63 (MOLL et al., 2001).

Com relacdo a interagdo das isoformas ANp63 com p53, existem evidéncias
experimentais de que a proteina ANp63 possa ter uma afinidade mais forte com certos alvos
especificos de promotores génicos do que a proteina p53. Neste caso, a inibigdo desta ultima
proteina ocorreria pela competicao protéica da ligagdo aos seus alvos gé€nicos promotores
(HIBI et al., 2000; RATOVITSKI et al., 2001. De acordo com Moll et al. (2001), um sistema
de feedback poderia existir: enquanto a isoforma ANp63 pode atuar como um inibidor
transcricional da proteina p53, esta ultima pode agir como um inibidor da estabilidade
protéica de ANp63.

Segundo Dohn et al. (2001), as isoformas TAp63a, TAp63p ¢ TAp63y possuem a
capacidade de ativar o gene p353 e, com isso, induzir apoptose e bloquear o ciclo celular.
Entretanto, as outras trés isoformas (ANp63oa, ANp63p e ANp63y) podem atuar como
dominantes negativas a a¢ao supressora tanto do p353 quanto das isoformas TAp63.

King et al. (2006) encontraram a habilidade da isoforma ANp63 . para atuar como um

regulador transcricional e bloquear o processo de diferenciacdo in vitro em queratindcitos,
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mantendo uma populacdo de células renovaveis dentro da epiderme, porém, ressaltam a
importancia da espécie tecidual avaliada para uma adequada interpretagdo da fungao de p63.

A essencial contribuigdo do gene p63 para o desenvolvimento embriondrio ¢
comprovada pelas anormalidades observadas em experimentos realizados em camundongos
com a delecdo deste gene (knockout), que incluem auséncia ou graves ma-formacdes
craniofaciais ¢ dos membros, assim como auséncia de dentes e da epiderme com seus
apéndices, todas estas estruturas dependentes de interagdes reciprocas epitélio-mesenquimais
para o modelo morfogenético de desenvolvimento do mesoderma subjacente (YANG et al.,
1998). Segundo King e Weinberg (2007), estes camundongos morrem em poucas horas apds
0 nascimento, provavelmente devido a desidratagao.

Segundo Yang et al. (1998), a epiderme embrionaria de camundongos com mutagdes
homozigoéticas neste gene passa por um processo incomum de diferenciacao ndo-regenerativa,
culminando em auséncia marcante de diferenciacdo do epitélio escamoso e seus anexos,
incluindo glandulas sudoriparas, sebaceas, lacrimais, mamarias e salivares, germes dentais e
foliculos pilosos. Ao invés da epiderme normal, estes camundongos retém placas isoladas de
células epiteliais cuboidais desorganizadas ao longo da epiderme exposta. Em outros locais de
epitélio escamoso, incluindo esdfago, vagina, por¢do proximal do estdbmago, cérvix uterino e
até no epitélio de transicdo da bexiga, também foram encontradas anormalidades. De acordo
com Pellegrini et al. (2001), estas descobertas mostram forte correlacdo entre a expressao do
p63 nas células progenitoras epiteliais e sua absoluta necessidade para o desenvolvimento
normal do epitélio estratificado escamoso.

Segundo Yang et al. (1998), as falhas de desenvolvimento dos membros sao devidas a
deficiéncia na manutencdo da crista ectodérmica apical, um epitélio estratificado
especializado, essencial para este desenvolvimento. J4 as anomalias craniofaciais devem-se a

auséncia ou expressao alterada do P63 nas superficies ectodérmicas dos arcos branquiais,
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importantes para a morfogénese direta do esqueleto e das estruturas de tecido mole
craniofaciais.

De acordo com Moll et al. (2001), algumas mutagdes heterozigoticas deste gene em
humanos estdo relacionadas com desordens autossomicas dominantes, como a Sindrome da
Displasia Ectodérmica, ou a rara desordem de desenvolvimento chamada de EEC (do inglés,
Ectrodactyly, Ectodermal dysplasia and Facial Clefts), que consiste em Ectrodactilia,

displasia ectodérmica e fendas faciais.

2.3.3. O gene p63 na proliferacao e diferenciacio celular

O gene p63 tem sido relacionado a processos biologicos que contribuem para a
homeostase epidérmica, incluindo adesdo, proliferacdo, estratificagdo e diferenciagdo celular.
Defeitos em quaisquer destes processos podem contribuir para um fendtipo neoplasico
(KING; WEINBERG, 2007).

Células basais do epitélio humano normal expressam fortemente proteinas p63 —
predominantemente o isotipo ANp63°*” — que vio favorecer as necessidades de proliferagio
destas células em epitélios como os da pele, da prostata, da uretra, do cérvix uterino e da
vagina (YANG et al., 1998), podendo também comandar habilidades regenerativas. Segundo
Parsa et al. (1999), a expressdao da proteina p63 pode ser considerada como marcadora de
células de reserva (stem cells) em diversos tecidos epiteliais. Porém, de acordo com Pellegrini
et al. (2001), estas células perdem esta expressao tdo logo saem do compartimento das
células-tronco progenitoras na camada basal do epitélio.

Segundo resultados de Noszczyk e Majewski (2001), as isoformas ANp63 também
podem estar envolvidas no controle de processos fisiologicos de proliferacio e migracao

relacionados a cicatrizagdo que se segue apos lesdes cutdneas em humanos.
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De acordo com Candi et al. (2006), ambas as isoformas TAp63 e ANp63 sdo
importantes para a morfogénese epitelial. No entanto, aumento da expressdao das isoformas
ANp63 pode inibir as func¢des das isoformas TAp63. Enquanto a isoforma ANp63a estd
relacionada com a manutencdo das células progenitoras epiteliais, sabe-se também que a
diferenciagdo dos queratindcitos esta associada ao desaparecimento da expressdao desta
1soforma, havendo assim uma liberagdo funcional da isoforma TAp63a para regulacdo do
processo de diferenciacdo epitelial.

A regulacdo da expressdo das isoformas da proteina p63 na epiderme € um processo
dinamico. Na epiderme pds-natal in vivo, assim como em culturas primdarias de queratindcitos,
existe um predominio da isoforma ANp63a até o inicio da indug¢do do processo de
diferenciagdo terminal, quando entdo ocorre uma elevacao da expressao da isoforma TAp63a
(KING et al., 2006).

Segundo Yang et al. (1998), a proteina TAp63a (p51B) estd implicada no
desenvolvimento (crescimento e diferenciagdo), sendo fraca em estudos de transativagdo e
indugdo da apoptose, se comparada com a p53. Isto porque a extremidade terminal a-C
confere propriedades estruturais unicas que governam sua fun¢do. Por outro lado, a isoforma
protéica TAp63y (pS1A), foi tdo importante como a p53 em estudos de transativagdo de

genes-alvo (ex: p21, Bax) e de indugao da apoptose.

2.3.4. Influéncia do gene p63 nas neoplasias

A isoforma ANp63a tem sido associada a modulagdo da expressdo de diversos genes
que podem influenciar o fenotipo celular tumoral. Barbieri et al. (2005) observaram que o
gene indutor de apoptose /GFBP3 pode ter a repressdo de seu processo de transcri¢cao pela
isoforma ANp63a. Da mesma forma, segundo Wu et al. (2005), a supracitada isoforma pode

aumentar a expressdo da proteina de choque térmico HSP70 (HSP, do inglés Heat Shock
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Protein). A proteina HSP70 ¢ uma proteina antiapoptotica, cujo aumento de expressao estd
associado com a ocorréncia de metastases, sendo encontrada uma correlagdo entre a expressao
aumentada desta proteina e da isoforma ANp63a em carcinomas primarios de cabecga e
pescogo (WU et al., 2005).

No cancer humano, o p63 tem uma rara tendéncia de inativagdo através de mutacdes
(HAGIWARA et al., 1999). Algumas mutacdes no gene p63 geralmente ocorrem entre os
codons 151-170 e estd associada a crise blastica na leucemia mieldide cronica
(YAMAGUCHI et al., 2001). Por outro lado, nenhuma mutagdo neste gene foi encontrada em
47 carcinomas de bexiga estudados. No entanto, uma maior expressao de ANp63 foi
encontrada em 30 de 47 destes tumores malignos. Sendo a expressdo da isoforma TAp63
concomitantemente diminuida em 25 dos 47 tumores (PARK et al., 2000).

Na maioria das vezes, nos carcinomas epidermoides, o locus génico de p63 encontra-
se amplificado, com um correspondente aumento em sua expressdo, principalmente da
1soforma ANp63a, assim como nas células basais do epitélio humano normal (HAGIWARA
et al., 1999; HIBI et al., 2000).

De acordo com Parsa et al. (1999), a maioria das células pouco diferenciadas dos
carcinomas epidermdides, assim como os queratinocitos indiferenciados progenitores
normais, expressa a proteina p63.

A expressdo da proteina p63 estd mais associada a carcinomas epidermoides e de
células transicionais do que a adenocarcinomas (DI COMO et al., 2002). Glickman et al.
(2001) encontraram altos niveis de p63 em carcinomas epidermoéides do esd6fago, mas ndo em
adenocarcinomas de colon, reto ou eso6fago, sugerindo que a expressdo desta proteina possa
contribuir para o processo de carcinogénese nos tumores epidermoéides. Além disso, Hall et al.
(2001) encontraram correlagdo entre a expressao da proteina p63 e mutagao no gene P53 nas

neoplasias avangadas e displasias de alto grau esofagicas.
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Apesar da maioria das investigacdes na literatura sobre a expressdo aumentada da
proteina p63 em neoplasias ndo incluirem uma analise das isoformas especificas presentes,
niveis elevados das isoformas ANp63 tém sido associados com carcinomas epidermoides de
cabega e pescoco, pele, pulmao e cérvix uterino (HIBI et al., 2000; LIN et al., 20006).

Em um estudo realizado por Crook et al. (2000), em 25 carcinomas nasofaringeos
primarios avaliados, quase todas as células tumorais tiveram um aumento predominante na
expressao de ANp63, que normalmente no epitélio nasofaringeo normal estaria limitado as
células proliferativas das camadas basal e suprabasal.

Alguns carcinomas de células escamosas da cabeca e do pescoco e outros do pulmao
mostraram aumento na expressao das isoformas ANp63 associado a uma amplificacao de seu
locus génico. Os autores nomearam entdo este locus amplificado de AIS (Amplified In
Squamous carcinoma). Contudo, o locus AIS pode também ser critico para as células
progenitoras na manutengdo do continuo desenvolvimento epitelial. O aumento de sua
expressao leva a uma maior capacidade de renovagdo destas células, assim como a uma maior
capacidade de crescimento neoplasico. A forma dominante negativa predominante nestes
tumores ¢ a isoforma também denominada de p40AlS (ANp63p40), que pode atuar como um
oncogene (HIBI et al., 2000).

A associacdo entre as infecgdes virais e a expressao de p63 nas neoplasias ainda
necessita ser melhor investigada. Wang et al. (2001) encontraram forte correlagdo entre a
infeccdo por HPV-16 e a expressdo da proteina p63 em carcinomas escamosos invasores do
colo uterino. Além disso, verificou-se que o carcinoma de nasofaringe, que ¢ a neoplasia mais
fortemente associada ao virus Epstein-Barr, também expressa difusamente a proteina p63

(CROOK et al., 2000).
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2.3.5. Expressao da proteina p63 no carcinoma epidermdide oral

Um dos fatores considerados de relevancia progndstica no CEO ¢ a amplificacao do
cromossomo 3q21-29, onde o gene p63 esta localizado (THURFJELL et al., 2005). A
deteccao da proteina p63 por IHC no CEO ¢ relatada por estudos prévios na literatura,
suportando a idéia de seu envolvimento no processo da tumorigénese oral. No entanto,
existem poucas pesquisas sobre o significado prognostico da deteccao da imunoexpressao da
proteina p63 no CEO (BORTOLUZZI et al., 2004; CHOI et al., 2002; FOSCHINI et al.,
2004; GOTO et al., 2005; LO MUZIO et al., 2005; WEBER et al., 2002).

Segundo Thurfjell et al. (2005), a imunoexpressao de p63 em carcinomas de cabeca e
pescogo pode influenciar a diferenciacdo celular tumoral. Ao investigarem a relacdo da
imunoexpressao quantitativa da proteina p63 com as curvas de sobrevida, Choi et al. (2002)
ndo encontraram nenhuma associagdo significativa, sendo o mesmo observado em relagdo a
ocorréncia de recidivas e metastases. Por outro lado, em um estudo com 94 casos de CEO, Lo
Muzio et al. (2005) observaram que a elevada imunoexpressdo da proteina p63 estava
associada a um fenotipo tumoral mais agressivo € a um prognéstico ruim.

A influéncia da imunoexpressao da proteina p63 e de suas isoformas no CEO ainda
necessita ser mais bem pesquisada. Existem poucos relatos sobre a influéncia das isoformas
de p63 nos tumores epidermdides orais. Entre um dos poucos trabalhos existentes na
literatura, Chen et al. (2004) encontraram associacdo entre niveis reduzidos de expressdao das

isoformas TAp63 e um prognoéstico ruim no CEO.

2.4. O Papilomavirus Humano (HPV — Human Papillomavirus)
O HPV foi o primeiro DNA virus oncogénico a ser descoberto nos mamiferos, sendo

que a primeira descricao foi atribuida a Shope e Hurst (1933). Eles observaram que a infec¢ao
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pelo HPV estd associada ao desenvolvimento de lesdes papilomatosas ceratinizadas
semelhantes a chifres em coelhos selvagens do meio-oeste dos Estados Unidos, denomidados
de Jackalopes. Esses autores identificaram algumas lesdes que progrediram para neoplasias
epiteliais invasivas, originando entdo o primeiro modelo animal de cancer causado por um
virus em mamifero. Estas observacdes também foram confirmadas por Rous e Beard (1935),
passando o virus a ser denominado de Cottontail Rabbit Papillomavirus ou Shope
Papillomavirus.

O HPV ¢ um virus da familia Papovaviridae, género papovavirus, nao envelopado,
com cerca de 55nm de didmetro. Possui um capsideo protéico icosaédrico de 72 capsdmeros,
destituido de envelope lipoprotéico, que ¢ formado por duas proteinas capsidicas: L1 e L2. O
genoma do HPV ¢ composto por uma unica molécula de DNA circular de fita dupla que
contém aproximadamente 8000 pares de base (pb) associadas com histonas (FAVRE, 1975).
Todas as regides codificadoras de proteinas (ORF, do inglés Open Reading Frame) estdo
restritas a uma unica cadeia. O genoma ¢ funcionalmente dividido em trés regides de
diferentes tamanhos: uma regido regulatdria ndo codificadora de 400 a 1000 pb, denominada
regido longa de controle (LCR, do inglés Long Control Region), que compde cerca de 10% do
genoma. Essa regido possui o promotor p97 que regula a replicacdo do DNA viral,
controlando o processo de transcricdo das ORFs (APT et al., 1996). A segunda regido,
engloba as ORFs E1, E2, E3, E4, ES5, E6 e E7, que possuem os genes de transcri¢do precoce
(E1 a E7: early genes) que codificam proteinas envolvidas na replicacdo viral e oncogénese,
compreendendo cerca de 50% do genoma viral. A terceira regido ¢ onde se encontram o0s
genes de transcri¢do tardia, L1 e L2 (L: late genes), que somente sdo expressos nas células
epiteliais escamosas diferenciadas, codificam as proteinas estruturais do capsidio viral e
ocupam os 40% remanescentes do genoma do HPV (McKAIG et al., 1998). As caracteristicas

das regides regulatorias do HPV estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas das regides regulatorias (ORFs) do HPV.

ORF FUNCAO PRINCIPAL
E7 Transformacao celular, ligacdo com a proteina pRb e ativagao da transcri¢@o celular
E6 Transformagéo celular, ligacdo ¢ degradagdo de p53
E5 Transformagdo celular através da interagdo com receptores do fator de crescimento
E4 Rompimento de citoqueratinas
E3 Fungao desconhecida
E2 Proteinas regulatorias da transcri¢do viral
El Sintese e replicagcdo do DNA viral e manutengdo do plasmideo
L1 Proteina principal do capsidio
L2 Proteina secundaria do capsidio

=kAdaptado de McKaig et al. (1998).

A infeccdo pelo HPV pode resultar primeiramente em verrugas auto-limitantes ou
tumores epiteliais inicialmente benignos. Diversas pesquisas t€ém associado tipos especificos
de HPV a lesdes malignas e pré-malignas da vulva, pénis, conjuntiva e trato aerodigestivo
(ZUR HAUSEN, 1987). No entanto, as evidéncias atualmente consideram o HPV como o
principal causador do cancer de colo uterino (WALBOOMERS et al., 1999), estando o DNA
deste virus presente em mais de 80% dos tumores cervicais diagnosticados (BOSCH et al.,
1995), além disso, sua infeccdo pode se apresentar de maneira transitdria ou permanente
(FRANCO et al., 1999).

O HPV infecta a camada basal do epitélio, podendo ser classificado conforme seu
tropismo em dois tipos: cutdneo e mucoso. O HPV cutaneo ¢ epiteliotrofico e infecta
preferencialmente a pele das maos e dos pés. O HPV mucoso é mucosotropico e pode infectar
geralmente as mucosas da orofaringe, laringe, trato respiratorio, colo uterino e epitélio

anogenital (MUNOZ et al., 2003).
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De acordo com sua associacdo com o cancer cervical e suas lesdes precursoras, os

HPVs podem ser divididos em dois grupos: os de baixo ou alto risco oncogénico. Os HPVs de

baixo risco incluem os subtipos HPV-6, 11, 42, 43 e 44, que sdo encontrados principalmente

em lesdes primarias e de baixo grau no colo uterino (MUNOZ et al., 2003). Entretanto,

segundo Burd (2003), estes subtipos de HPV também podem ser encontrados, porém de forma
menos freqiliente, nos carcinomas cervicais.

Os subtipos virais de alto risco sd@o: HPV-16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,

59, 66, 68, ¢ 70, podendo ser mais freqiientemente encontrados nas neoplasias malignas

cervicais (MUNOZ et al., 2003). Em 1995, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer

(IARC - International Agency for Research on Cancer) declarou oficialmente os subtipos

HPV-16 e 18 como agentes carcinogénicos humanos (IARC, 1995).

2.4.1 Mecanismos moleculares de transformac¢io maligna do HPV

O conhecimento da patogénese da infeccdo pelo HPV tem sido obtido através de
estudos em amostras de colo uterino, e sabe-se que trés situagdes podem ser possiveis apos a
infeccdo da mucosa pelo HPV: estado latente, estado subclinico ou doenca cronica. O estado
latente caracteriza-se pela deteccdo do DNA do HPV sem a lesdo diagnosticavel, o estado
subclinico ocorre pela detecgdo das lesdes apenas por métodos especificos, como por
exemplo, a colposcopia, e o estado de doenga clinica pode apresentar-se com diferentes graus
de severidade e comprometimento organico, desde a formacdo de lesdes papilomatosas até o
cancer invasivo (SOUSA, 2001). Segundo Steinberg (1990), estas situagdes sdo dependentes
do predominio de uma infec¢do produtiva ou transformadora. A infec¢do produtiva pode ser
diagnosticada por alteragdes morfologicas denominadas de coilocitose, ocorrendo quando a
replicagdo viral resulta na formacdo de milhdes de particulas virais em células do epitélio.

Estas células podem sofrer esfoliagdo e infectar um novo hospedeiro. Na infecgdo
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transformadora ocorre o predominio da expressdo dos genes da regido E, que regulam a
transcricdo e oncogénese viral, ndo havendo a formacao de particulas virais infectantes e o
DNA viral integra-se ao genoma do hospedeiro, podendo interferir na homeostase do
queratinocito e causar alteracdes morfologicas ou funcionais, desenvolvendo lesdes
precursoras do cancer ou um cancer invasivo.

Segundo Flores e Lambert (1997), o ciclo de replicacio do HPV comega com a
entrada viral pela camada basal do epitélio, na maioria das vezes através de pequenas lesdes
epiteliais. Uma vez no interior do ntcleo, o DNA do HPV se replica juntamente com a
proliferagdo e diferenciacao celular, progredindo até a superficie epitelial. Na camada basal, a
replicagdo viral ¢ considerada ndo produtiva e o virus permanece em sua forma epissomal
com um baixo numero de coépias, utilizando a maquinaria de replicacio do DNA do
hospedeiro para ajudar a sintetizar o seu proprio DNA (FLORES; LAMBERT, 1997). Nos
queratinocitos diferenciados da camada suprabasal do epitélio, o virus replica seu DNA em
alto nimero de copias e sintetiza suas proteinas do capsidio (FLORES et al., 1999).

De acordo com Ha e Califano (2004), a progressdo da fase de incubagdo para a de
expressdo ativa depende de trés fatores: permissividade celular, subtipo de viral e estado
imunologico do hospedeiro.

Os diferentes comportamentos da infec¢ao pelo HPV sdo relacionados a transcrigdo de
oncogenes virais. Normalmente, a transcricdo de E1 e E2 causa repressdao de E6 e E7, o que
permite a fungdo de supressdo tumoral das proteinas p53 e pRb, com a homeostase tecidual
normal. Quando o genoma viral integra-se ao do hospedeiro, pode ocorrer a quebra e perda de
fungdo dos genes El e E2, comecando o processo de transcricdo dos genes E6 e E7, cujos
produtos podem se ligar inativando as respectivas proteinas supressoras tumorais p53 e pRb,
interferindo desta maneira no controle do ciclo celular, na apoptose e na manutengao da

estabilidade cromossomica (WENTZENSEN et al., 2004). Por outro lado, as mutagdes nas
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proteinas p53 e pRb sdo raramente detectadas em linhagens celulares de carcinomas cervicais
HPV positivos.

Segundo Farthing et al. (1994), a associacao das proteinas oncogénicas virais com as
supressoras tumorais possui uma afinidade cerca de dez vezes maior nos HPVs de alto risco.
Syrjanen e Syrjanen (1999) observaram que, nos HPVs de baixo risco oncogénico, a proteina
E6 ndo se liga a p53 e ndo afeta sua estabilidade in vitro, além disso, a proteina E7 se liga ao
pRb com menor afinidade.

O gene E6 ¢ conservado nos tumores onde a sua proteina € continuamente expressa,
sendo esta uma potente oncoproteina dos HPVs de alto risco (McKAIG et al., 1998). Segundo
Mantovani e Banks (2001), a proteina E6 pode interagir com a p53, levando a degradacao
desta ultima, permitindo o acimulo de mutagdes, junto com a imortalizacao e a transformacgao
da célula. De acordo com McKaig et al. (1998), a proteina E6 pode também induzir a
imortalizagdo celular através da ativagao da telomerase.

O genoma epissomal do HPV ¢ geralmente encontrado nas lesdes de baixo grau. J4 nas
lesdes de alto grau, todo o genoma viral ou fragmentos dele encontram-se integrados ao DNA
do hospedeiro, o que pode acarretar alteragdes na expressao dos oncogenes virais, propiciando
a progressao maligna (FERBER et al., 2003). De acordo com Das et al. (1992), a integragao
do DNA do HPV-16 ao genoma celular ocorre em cerca de 70% das neoplasias cervicais
malignas. Por outro lado, esta integragdo ¢ menos observada em lesdes como as displasias
severas ou o carcinoma in situ.

Apesar da ocorréncia freqliente no carcinoma cervical, alguns pesquisadores
consideram que raramente o HPV esté integrado ao genoma do hospedeiro no CEO. Por outro
lado, outros estudos sugerem que a integragdo do HPV est4d mesmo associada com o processo

carcinogénico da mucosa oral (MILLER; WHITE, 1996).
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A infec¢do pelo HPV demonstra predilecao pelos carcinomas tonsilares, onde a
positividade encontrada (50-60%) ¢ maior que nos tumores de outras localizagdes anatdmicas
(6-10%) (HARAF et al.,, 1996). Além disso, a integracdo ao genoma hospedeiro e a
transcricao de oncogenes virais t€ém sido mais observadas nestes tumores (SNIJDERS et al.,
1992; WILCZYNSKI et al., 1998). No entanto, Steenbergen et al. (1995) demonstraram a
integragdo gendmica do HPV-16 em uma amostra de CEO e em sua respectiva linhagem

celular derivativa, demonstrando um processo ativo de transcrigao também nestes casos.

2.4.2 Deteccao do HPV na cavidade oral

As infecgdes pelo HPV sdo disseminadas e ocorrem em todo o mundo. Os HPVs
infectam a pele e as mucosas, podendo induzir a formagao de neoplasias epiteliais benignas e
malignas (HA; CALIFANO, 2004).

Os HPVs de alto risco mais freqiientemente encontrados no CEO sao os subtipos 16 e
18, assim como também no cancer anogenital (CHANG et al., 1990; SCULLY, 2005). Devido
a natureza epiteliotropica do HPV, assim como as similaridades morfologicas entre as
mucosas anogenital e oral, diversas investigagdes sobre a influéncia do HPV no CEO
comecaram a ser realizadas (SYRJANEN, 2003). De acordo com zur Hausen (1996), os
HPVs 16 e 18 s@o os subtipos presentes em cerca de 95% dos CEOs.

Syrjanen et al. (1983), ao descreverem alteracdes citopaticas do HPV em carcinomas
orais idénticas aquelas encontradas em carcinomas cervicais, foram os primeiros a sugerir o
envolvimento do HPV no desenvolvimento do CEO.

Os métodos de coleta para investigagdo da mucosa oral normal menos invasivos e
mais utilizados atualmente sdo os esfregagos (swabs) ou os bochechos com solugdes
especificas. No entanto estes métodos ainda nao estdo padronizados, ¢ as estimativas de

prevaléncia permanecem inconsistentes (McKAIG et al., 1998). Por este motivo, a ocorréncia
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do HPV na mucosa oral normal ¢ observada em grande variagdo, com taxas de detec¢ao entre
22 a 60% (SMITH et al., 1998).

Uma das primeiras investigacdes sobre a presenca do DNA do HPV na mucosa oral
normal através da PCR foi conduzida por Maitland et al. (1987), que avaliaram pacientes sem
histéria clinica de infeccao oral ou cervical pelo HPV e encontraram 42% (5/12) das amostras
biopsiadas com positividade. Em outro estudo conduzido em voluntdrios sadios, mas com
amostras obtidas através de esfregagos orais para investigacdo da presenca do HPV-16 pela
PCR, Jalal et al. (1992) encontraram uma prevaléncia de infec¢ao de 43% (13/30) na mucosa
oral aparentemente normal dos pacientes avaliados.

Em uma investiga¢io realizada com recém nascidos na India, o DNA do HPV foi
encontrado em cé¢lulas da mucosa oral de 41,6% dos filhos de maes com esfegacos cervicais
positivo para o HPV (CHATTERIJEE et al., 1998; SUMMERSGILL et al., 2001). Nos
Estados Unidos, o HPV foi identificado na cavidade oral de cerca de 6% das criangas e
adolescentes sadios, num estudo em que foram selecionados participantes com idade menor
ou igual a 20 anos.

Ao investigar pela PCR a presenga do HPV em 37 pacientes adultos por meio da
obtencdo de amostras de esfregaco de mucosa oral normal, Terai et al. (1999) encontraram
uma alta prevaléncia com 30 (81,1%) dos pacientes infectados, sendo 26 (86,7%) das 30
amostras positivas para o subtipo HPV-18 e a infeccdo com mais de um subtipo viral
identificada em 17 (56,7%) casos.

Foi sugerido que a prevaléncia do HPV na mucosa oral normal poderia consistir em
infecgdes subclinicas e/ou latentes, e que a infecgdo com um baixo niimero de copias do virus
¢ comum na cavidade oral (TERAI et al., 1999). Além disso, Zhang et al. (2004) sugeriram
que a mucosa oral poderia atuar como um reservatorio para novas infecgdes pelo HPV e/ou

como uma potencial fonte nos casos de recorréncia desta infecgao.
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Os diversos subtipos de HPV também tém sido encontrados por varios autores em
lesdes orais benignas, como papiloma, condiloma, verruga vulgar, hiperplasia epitelial focal e
na epidermodisplasia verruciforme (BERKHOUT et al., 1995; CHANG et al.,, 1991;
PADAYACHEE, 1994; SUSKIND et al., 1996).

A probabilidade de deteccdo do HPV em lesdes pré-cancerosas da mucosa oral € duas
a trés vezes maior que na mucosa oral normal, sendo que esta probabilidade aumenta para 4,7
vezes ao comparar-se 0 CEO e a mucosa oral normal. Além disso, os HPVs de alto risco
aparecem 2,8 mais vezes no CEO que os subtipos de baixo risco (MILLER; JOHNSTONE,
2001).

A influéncia dos HPVs de alto risco como agente etioldgico para a carcinogénese oral
tem sido estudada e relacionada a um subgrupo de neoplasias, mas as evidéncias de seu papel
no desenvolvimento e progressio do CEO ainda tém sido controversas, podendo haver
consideravel variabilidade das taxas de infeccdo conforme fatores como populagao estudada,
localiza¢do tumoral, qualidade das amostras estudadas e recursos técnicos utilizados para a
deteccdo do HPV (DAHLGREN et al., 2004; GILLISON et al., 2000; McKAIG et al., 1998;
MORK et al., 2001).

Evidéncias de diversos laboratérios demonstraram que os HPVs de alto risco podem
estar envolvidos na etiologia do CEO. As investigacdes encontraram que queratindcitos da
mucosa oral podem ser transformados e imortalizados in vitro por HPVs de alto risco através
de mecanismos que envolvem suas oncoproteinas E6 e E7 (PARK et al., 1991; SCHEFFNER
et al., 1993). Além disso, em alguns casos, a presenga de HPV identificada no CEO primario
permaneceu também em suas respectivas metastases linfonodais (HOWELL; GALLANT,
1992; WOODS et al., 1993).

Poucos anos mais tarde, o DNA do HPV foi detectado em diversos estudos utilizando

variadas técnicas de identifica¢do viral como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do
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inglés Polymerase Chain Reaction), southern blot e hibridizacdo in situ em diferentes
espécies de amostras tissulares tumorais, assim como também em amostras sorologicas dos
pacientes com CEO (CAPONE et al., 2000; GILLISON et al., 2000), confirmando desta
forma as evidéncias prévias.

As técnicas para deteccdo do HPV possuem diferentes sensibilidades. Segundo Zhang
et al. (2004), a menor sensibilidade ¢ atribuida as técnicas de imunofluorescéncia, [HQ e
hibridiza¢do in situ; as técnicas southern blot e dot blot sao consideradas de moderada
sensibilidade e a PCR ¢ classificada como o método mais sensitivo para a identificacao do
HPV.

No maior estudo de meta-analise realizado até o presente momento sobre o assunto,
desenvolvido por Miller e Johnstone (2001), foi confirmada a maior deteccio do HPV em
amostras de CEO em comparagdo com a mucosa oral normal, com 46,5% ¢ 10% de casos
infectados, respectivamente. Além disso, os HPVs de alto risco foram os mais encontrados em
associacdo com o tumor ¢ os resultados indicaram o HPV como um fator de risco
independente para o CEO.

Herrero et al. (2003), através de um estudo multicéntrico da IARC conduzido em nove
paises, que investigou a presenga do HPV em carcinoma oral e de orofaringe em pacientes e
individuos controles saudaveis, observaram maior freqiiéncia do HPV-16 na cavidade oral e
na orofaringe entre os pacientes com mais de um parceiro sexual e/ou que praticavam sexo
oral, enquanto a menor freqiiéncia foi encontrada entre os pacientes tabagistas.

No primeiro estudo publicado com amostra populacional brasileira, Miguel et al.
(1998) investigaram através da PCR a presenca do HPV em 45 pacientes acometidos por
carcinomas orais ou de orofaringe, com amostras tumorais provenientes de bidpsias que foram

armazenadas a -70°C e posteriormente processadas. O DNA do HPV foi encontrado apenas
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em cinco (12,8%) das 39 amostras de tumores localizados em orofaringe (trés em tonsilas, um

em base de lingua e um no seio piriforme) e em nenhuma das 16 amostras de CEO estudadas.

2.4.3. Transmissdao do HPV para a mucosa oral

Estudos epidemiologicos sobre o cancer cervical demonstraram claramente que a
transmissao dos HPVs de alto risco mucosotropicos ocorre pelo contato sexual (GILLISON et
al., 2000; IARC, 1995), sendo que a prevaléncia desta infec¢do € maior entre as idades de 15 a
40 anos, predominantemente entre os individuos com multiplos parceiros sexuais (BOSCH et
al., 1995).

No trato aerodigestivo superior, ainda nao estdo completamente elucidados os métodos
pelos quais o HPV ¢ transmitido. Entre as hipdteses propostas estdo a transmissdo sexual, a
infeccdo perinatal e a auto-infecgao (McKAIG et al., 1998).

Embora a presenca do HPV nos carcinomas de cabega e pescogo ainda nao tenha sido
convincentemente ligada a préticas sexuais especificas como o sexo oral, um maior indice de
positividade para esta infeccdo viral foi associado ao numero de parceiros sexuais em trés
estudos com casos-controle (MADEN et al., 1992; SCHWARTZ et al., 1998; SMITH et al.,
1998). Segundo Herrero et al. (2003), a presenga de mais de um parceiro sexual e a pratica de
sexo oral aumentam as chances de infeccdo pelo HPV e sua recorréncia na cavidade oral.
Outro fator que pode contribuir para o aumento da prevaléncia do HPV na cavidade oral, de
acordo com Bishop et al. (1998), ¢ a queda da defesa imunoldgica do paciente.

As lesdes da papilomatose respiratoria recorrente em laringe de recém nascidos estdo
associadas com a transmissdo perinatal do HPV (SMITH et al., 1995). No entanto, conforme
demonstrado por Watts et al. (1998) em um estudo prospectivo, a transmissdo perinatal do
HPV para a cavidade oral da crianca através de maes infectadas pode ser considerada um

evento raro. Koch et al. (1997) observaram também um baixo indice de deteccdo do HPV na
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mucosa oral de criancas dinamarquesas ainda nao iniciadas sexualmente, encontrando apenas
uma amostra positiva em 392 amostras orais perscrutadas. Segundo os autores, a principal via
de transmissao do HPV seria a sexual, justificando a ocorréncia da infeccdo nas fases mais

tardias da vida.

2.4.4 Deteccio do HPV por PCR em amostras parafinizadas de carcinoma
epidermoide oral

A infec¢do por HPV no CEO tem sido investigada em diferentes populagdes, havendo
consideravel diferenga entre os estudos. O indice de positividade dos estudos que utilizaram
amostras parafinizadas de CEO para a deteccdo do HPV através da PCR varia de 0 a 100%.

Kiyabu et al. (1989) foram um dos primeiros a investigarem a presenca do HPV no
CEO por PCR em amostras fixadas em formol e embebidas em parafina. ...

Chang et al. (1990) encontraram 11 (27,5%) dos 40 pacientes avaliados com
positividade para o DNA do HPV em seus tumores, sendo identificado o subtipo HPV-16 em
dez casos e 0o HPV-18 em apenas uma amostra.

Holladay e Gerald (1993) investigaram 39 casos de CEO e encontraram sete (17,9%)
casos com positividade para o HPV, todos eles positivos para o subtipo HPV-16, sendo dois
casos também infectados pelo HPV-11 e apenas um outro com o subtipo HPV-18.

O estudo de Woods et al. (1993) encontrou 14 (78%) dos 18 CEOs primarios com o
HPV. Além disso, a infeccdo com o mesmo subtipo de HPV esteve presente nos cinco casos
de metastases cervicais investigados em relagdo aos seus respectivos tumores primarios. A
subtipagem viral especifica revelou o HPV-16 e o HPV-18 presentes em duas amostras cada,
e em cinco amostras houve a presenca de ambos.

Brandwein et al. (1994) encontraram o DNA do HPV em 16 (25%) dos 64 tumores

analisados, sendo 86% dos pacientes do género masculino. Entretanto, os autores nao
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observaram diferengas significativas para os tumores com positividade viral em relacdo ao
género, idade, habito de fumar, sobrevida livre da doenca (SLD), diferenciacao e
estadiamento tumoral, concluindo que o HPV estaria associado a uma minoria de casos de
CEQ, além de nao influenciar no prognostico dos pacientes.

O predominio dos tumores com a presenca do HPV no género masculino também foi
demonstrado por Zhang et al. (2004), que encontrou alta positividade de infec¢ao pelo HPV
(54/73 — 74%) nos casos de CEO estudados.

Em um estudo realizado na Espanha, Gonzalez-Moles et al. (1996) analisaram
amostras de CEO em 37 pacientes para a investigacao da presenca do HPV-18, encontrando
sete (19,1%) pacientes com amostras positivas.

Wen et al. (1997) investigaram no nordeste da China 45 pacientes com CEO,
encontrando 14 (31,1%) de amostras com HPV, sendo mais prevalente a infec¢ao pelo subtipo
18 em relagdo ao 16 (24,4% e 20%, respectivamente) e em 6 (13,3%) pacientes foram
encontrados ambos os subtipos.

Em outra investigagio, realizada na India, Balaram et al. (1995) encontraram alta
positividade (75%) e multiplicidade de infec¢des pelos subtipos de HPV. No entanto, a maior
taxa de infeccdo viral foi encontrada por Uobe et al. (2001), que encontraram 100% de
amostras de CEO com HPV em um estudo realizado com 10 pacientes japoneses e 10
chineses.

Correnti et al. (2004) relataram 50% (oito em 16) de positividade para o HPV em um
estudo conduzido na Venezuela, realizado através da PCR com amostras parafinizadas de
CEO. Além disso, os autores também observaram um predominio significativo da infec¢do no
género feminino.

As investigacdes realizadas em pacientes africanos descartaram a influéncia etiologica

do HPV no CEO para a regido. Van Rensburg et al. (1996) encontraram apenas dois casos
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(1,3%) com positividade viral — HPV-11 e 16 — em uma amostra de 146 tumores
parafinizados. Em outro estudo mais recente, Boy et al. (2006) detectaram o DNA do HPV-18
em 11,9% (7/59) das amostras de CEO parafinizadas e, com base na investigacdo interior,
concluiram ndo haver contribuicdo do HPV para a patogénese do CEO.

Em um estudo mais recente realizado com uma amostra de pacientes da populagao
brasileira, Rivero e Nunes (2006) encontraram auséncia total do DNA do HPV ao
investigarem 40 pacientes com CEO, sendo 23 amostras de tumores parafinizados e as outras
17 provenientes de tumores frescos.

A presenca do HPV nas lesdes do CEO, confirmada por diversas investigacdes, tem
conduzido a diferentes opinides em relacdo ao assunto. Remmerbach et al. (2004) postularam
que a cavidade oral poderia atuar como um possivel reservatorio viral. Outra teoria defende a
presenca ocasional do HPV no CEO, muitas vezes sobrestimada em conseqiiéncia de
contaminagdes amostrais (KANSKY et al., 2003). Por outro lado, Ha e Califano (2004)
defendem o possivel carater transicional da infec¢do, como pode ocorrer nos carcinomas
cervicais com o desaparecimento do DNA do HPV apoés o desenvolvimento tumoral
(EVANDER et al., 1995), indicando efeitos oncogénicos virais iniciais que poderiam levar a
carcinogénese oral.

O Brasil est4 entre os paises com os maiores indices de carcinoma epidermoide oral
(CEO). O gene p63 ¢ um analogo do gene supressor tumoral p53 e a influéncia da expressao
de ambos no progndstico do CEO ainda necessitam ser mais bem investigada. O

envolvimento do papilomavirus humano (HPV) no CEO ¢ outro fator ainda nao elucidado.
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3. OBJETIVOS

1. Realizar um estudo retrospectivo para avaliar o perfil clinicopatologico e os fatores de
risco dos pacientes diagnosticados com CEO no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP/USP), verificando
também alguns parametros de sobrevida e comparando com a literatura atual existente para
definir fatores implicados no prognoéstico da doenga.

2. Investigar o padrao da imunoexpressdo das proteinas p53 e p63 em amostras
parafinizadas de tumores priméarios de CEO, sua associagdo com parametros
clinicopatoldgicos e com os indices de sobrevida dos pacientes.

3. Verificar as alteracdes nos padrdes de imunoexpressao das proteinas p53 e p63 em
espécimes parafinizados de CEO, através de amostras pareadas de tumores primarios com
suas respectivas metastases linfonodais cervicais.

4. Avaliar a influéncia das altera¢des nos padrdes de imunoexpressao das proteinas pS3 e
p63 na ocorréncia de metastases linfonodais e nas curvas de sobrevida dos pacientes com
CEO.

5. Por meio da PCR com primers gerais e para subtipos virais especificos, investigar a
presenca do HPV nas amostras tumorais parafinizadas dos pacientes estudados.

6. Nos pacientes com tumores HPV positivos, verificar o perfil clinicopatologico e a
associacdo entre as curvas de sobrevida dos pacientes com a presenca do DNA do HPV em
tumores primarios e suas correspondentes amostras pareadas de recidivas, metéstases

linfonodais e necropsias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos
O projeto de pesquisa deste trabalho, sob o n°. 7327/2004, foi integralmente aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMRP/USP (Anexo A).

4.2. Casuistica

Os dados do trabalho foram obtidos analisando-se os prontuarios do Servigo de
Arquivo Médico (SAME) do HC-FMRP/USP. Foram selecionados inicialmente todos os
casos de cancer de cabeca e pescogo ocorridos no HC-FMRP/USP, entre os anos de 1982 a
2002. A partir de uma criteriosa investigacdo em todos os prontuarios médicos e laudos
anatomo-patoldgicos, foram entdo selecionados 424 pacientes que tiveram o diagnéstico de
CEO confirmado por biopsia.

Como critérios para inclusdo no estudo, os pacientes selecionados deveriam ser
desprovidos de: lesdes multicéntricas, metéstases iniciais em linfonodos cervicais ou a
distancia e antecedentes de cancer de cabeca e pescogo ou qualquer tratamento oncoldgico
prévio.

Na avaliacao dos prontuarios médicos dos pacientes, foram obtidas informagdes sobre
histéria pregressa da lesdo, idade, género, localizagdo tumoral primaria, consumo de tabaco e
bebidas alcoolicas, exposicdo actinica, traumatismo por protese, classificagdo histologica,
recidivas, metastases, obitos, SLD e sobrevida global (SG). Todas as informagdes clinico-

patolédgicas dos 424 pacientes deste estudo encontram-se na Tabela 2.
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4.3. Critérios e definicoes

Para os propositos de nosso estudo, o consumo de tabaco e de bebidas alcoolicas
foi analisado de maneira dicotdmica nos pacientes, classificando-os como consumidores ou
nao (CARVALHO et al., 2004). Segundo estes critérios, o consumo de 4 cigarros de palha, 4
cachimbos cheio de tabaco ou 4 charutos ¢ considerado equivalente a um maco de cigarros
industrializados. De acordo com Lindhe (2005), foram considerados ndo-fumantes os
individuos que nunca haviam fumado e os que haviam deixado de fumar pelo menos cinco
anos antes. Para o consumo de bebidas alcodlicas foi considerado positivo quando relatado o
uso didrio de no minimo 2 cervejas, 1 dose destilada, 2 tacas de vinho, ou entdo, o hébito
repetitivo de consumo de mais de 5 doses por vez, mesmo que ocasional (CARVALHO et al.,

2004).

Os pacientes classificados como expostos a radiacdo actinica foram aqueles que

relataram atividade de trabalho com exposi¢ao solar diaria desprotegida.

A padronizacdo da idade para caracterizagdo da populacdo do estudo foi realizada
conforme critérios da OMS, que indica a idade de 60 anos como inicio da terceira idade nos
paises em desenvolvimento (SARINI et al., 2001).

De acordo com critérios da Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), entre os
tumores de cabeca e pescoco, os tumores da mucosa labial e da cavidade oral sdo
classificados dentro do mesmo grupo de localizacdo anatémica (SOBIN; WITTEKIND,
2002), integrando na CID da OMS o grupo correspondente aos seguintes codigos: C00 —
Neoplasia maligna do ldbio, C02 — Neoplasia maligna dos dois ter¢os anteriores da lingua,
C03 — Neoplasia maligna da gengiva, C04 — Neoplasia maligna do assoalho da boca, C05 —
Neoplasia maligna do palato duro, C06 — Neoplasia maligna de outras partes e de partes nao
especificadas da boca e C06-2 — Neoplasia maligna da area retromolar (CID-10, 1997).

Conforme estes critérios, as seguintes localiza¢cdes anatdmicas com a lesdo foram incluidas
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em nosso estudo: 1abio superior e inferior externo (borda do vermelhdo), comissuras, mucosa
do labio superior e inferior, mucosa oral, mucosa da bochecha (mucosa jugal), trigono
retromolar, sulcos buco-alveolares superior e inferior (vestibulo da boca), gengiva, rebordo
alveolar superior e inferior, palato duro, dois ter¢os anteriores da lingua (superficie dorsal,
ventral e bordas lateral anterior as papilas valadas) e assoalho da boca. Foram excluidas as
lesdes encontradas em orofaringe, que inclui palato mole, base da lingua, regido tonsilar,
uvula e faringe posterior.

Para a avaliag¢do clinica dos pacientes com a doenca, foi utilizado o sistema TNM,
padronizado pela UICC e pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) (SOBIN;
WITTEKIND, 2002). Para as informacdes relativas ao tamanho do tumor primério (T),
utilizamos os critérios preconizados, onde: Tis = Carcinoma in situ, T1 = Tumor com 2 cm ou
menos em sua maior dimensdo, T2 = Tumor com mais de 2 cm ¢ até 4 cm em sua maior
dimensao, T3 = Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao ¢ T4 = Tumor que invade
estruturas adjacentes. No entanto, para N e M, conforme informa¢do disponivel nos
prontudrios, tivemos a possibilidade de classificar os pacientes segundo a presenca ou
auséncia de metastases em linfonodos regionais ou a distancia.

Para a classificacdo histoloégica tumoral, foi utilizado o critério da OMS
(SHANMUGARATNAM, 1991), no qual os tumores sdo classificados como bem,
moderadamente ou pobremente diferenciados conforme o grau de diferenciagdo histologica.

A recidiva local da neoplasia foi definida como a ocorréncia de outro carcinoma na
mesma localizagdo anatomica, com no maximo 2 cm de distdncia do tumor primario
removido cirurgicamente (BRAAKHUIS et al., 2002; DE AGUIAR et al., 2007).

Independente dos resultados ja descritos nos laudos anatomo-patologicos contidos nos
prontuarios dos pacientes, todas as laminas foram reavaliadas pelo orientador e pelo pods-

graduando.
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4.4. Estudo da sobrevida

Do total de pacientes estudados, foram selecionados para o estudo de sobrevida 126
pacientes com CEO. Como requisitos, além dos critérios anteriormente citados, estes
pacientes deveriam possuir em seus prontudrios informagdes suficientes relativas a pelo
menos seis meses de sobrevida, e foram também excluidos os pacientes com tumor de
tamanho T4. A SLD foi estimada como o tempo decorrido entre a resseccao tumoral e a
recorréncia da doenga como novo tumor primario ou metastase. A SG foi calculada a partir do
inicio do tratamento até o ultimo seguimento ou 6bito do paciente. As curvas de sobrevivéncia
foram estimadas utilizando-se o método de Kaplan e Meier (1958). As informagdes clinico-
patologicas dos pacientes selecionados para esta avaliacao especifica encontram-se na Tabela

6.

4.5. Estudo imunohistoquimico

Da casuistica total encontrada, foram selecionadas amostras de 106 pacientes para
realizacdo da investigacdo imunohistoquimica, entre os anos de 1990 e 2002, que possuiam
blocos de parafina disponiveis para o estudo no arquivo do Departamento de Patologia do
HC-FMRP/USP. Além disso, para avaliagdo da sobrevida conforme a imunoexpressdo dos
marcadores, a selecdo dos pacientes seguiu os mesmos requisitos utilizados para o Estudo da
Sobrevida, descrito previamente. As seguintes informagdes foram avaliadas: idade, género,
localizag@o tumoral primadria, recidivas, metastases, classifica¢do histoldgica, SLD e SG. As
informagdes clinico-patoldgicas dos pacientes selecionados para esta avaliagdo especifica

encontram-se na Tabela 7.
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A selecgdo foi feita através da analise das 1aminas arquivadas coradas pela hematoxilina e
eosina. Nos casos em que o paciente foi submetido a mais de um procedimento diagnoéstico,

foi considerada apenas a bidpsia mais representativa da lesdo em estudo.

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histologicos seriados de 4 pum de
espessura (micrétomo Spencer, modelo 820, série n° 17.797), que foram colocados em
laminas de vidro silanizadas a 8%. Esses fragmentos foram submetidos a técnica
imunohistoquimica segundo o método da estreptavidina-biotina-peroxidase, utilizando-se o
Kit Universal da Novocastra® (Novostain Super ABC Kit, Universal, Novocastra
Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK), segundo protocolo desenvolvido pelo Laboratorio
de Proliferagdo Celular do Departamento de Patologia da FMRP/USP (Anexo B). Apos a
reacio, as laminas foram cobertas por laminula, com auxilio de Permaunt® (Fischer Scientific

Company, Fair Lawn, NJ, USA).

Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios, nas seguintes diluicdes: p53
(Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK, clone DO7, 1:100) e p63 (Santa Cruz

Biotechnology, Palo Alto, USA, clone 4A4, 1:100).
Para revelacao das reagdes foi utilizado o diamino-benzidina (DAB) (Anexo C).

Em todas as marcagdes estudadas, foram utilizados controles externos positivos e
negativos. Para a proteina p53, foram utilizados como controle carcinomas mamarios (ductal
invasivo) sabidamente positivos para esses marcadores. Para a proteina p63, foram utilizados
como controle fragmentos de pele normal. Os controles negativos foram preparados pela
omissdo do anticorpo primario.

As laminas foram analisadas em microscopio de luz convencional. Foram examinados
todos os campos em pequeno aumento (4X) que continham tumor, sendo consideradas células

positivas aquelas coradas de marrom apos as reagdes. As células foram contadas nas areas
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(campos) em pequeno aumento que exibiam maior concentracao de células positivas, com o
auxilio de uma ocular integradora em grande aumento (40X).

Para andlise da imunoexpressdo da proteina p53, foram considerados casos positivos
aqueles com 10% ou mais de células marcadas. Segundo Hasebe et al. (1994), para avaliagao
da imunoexpressao desta proteina, o limite de 10% pode ser indicado para separacao de bom e
mau prognostico, e este valor tem sido utilizado pela marioria dos trabalhos desta area (CHOI
et al., 2002; CARLOS DE VICENTE et al., 2004; GRABENBAUER et al., 2000;
KROPVELD et al., 1996; ZIGEUNER et al., 2004). Para a proteina p63, foi realizada uma
analise semi-quantitativa em que foram avaliadas a quantidade e a intensidade do seu padrao
de imunoexpressao, conforme o escore de marcacao descrito, para a avaliagdo quantitativa: 0
= auséncia de marcagdo; 1 =1 a 25% de células positivas; 2 = 26 a 50% de células positivas;
3 =51 a75% de células positivas e 4 = mais que 75% de c€lulas positivas; para a avalia¢ao da
intensidade: 0 = auséncia de marcacdo; + = fraca; ++ = moderada; +++ = forte (MASSION et
al., 2003; WEBER et al., 2002). Apenas a marcacdo nuclear foi considerada para estes

marcadores.

4.6. Estudo imunohistoquimico com amostras pareadas

Para a investigagdo imunohistoquimica com amostras pareadas, foram selecionados do
total da casuistica 45 pacientes que tiveram metdstase cervical e foram submetidos ao
esvaziamento cervical, entre os anos de 1990 e 2002. A selegdo dos pacientes para esta
avaliacdo seguiu os mesmos requisitos utilizados para o estudo da sobrevida e para o estudo
imunohistoquimico, descritos previamente. Foram entdo selecionadas duas amostras por
paciente, a area tumoral mais representativa da bidopsia do tumor primario (TP) e sua
correspondente metastase linfonodal (ML), escolhendo também o linfonodo metastatico mais

representativo, no caso de haver mais de um. Nos prontuarios médicos dos pacientes, as
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seguintes informagdes foram avaliadas: idade, género, localizagdo tumoral primaria,
metastases, obitos, classificagdao histoldgica, SLD e SG. As informacgdes clinico-patologicas

dos pacientes selecionados para este estudo especifico encontram-se na Tabela 12.

Assim como descrito previamente, foi utilizado o mesmo método de processamento
histolégico, a mesma técnica de reacdo imunohistoquimica, 0s mesmos anticorpos primarios
(p53 e p63, nas mesmas diluicdes), os mesmo controles externos positivos € negativos € o

mesmo tipo de andlise das laminas.

Para ambos marcadores imunohistoquimicos (p53 e p63), foram considerados como casos
positivos aqueles com 10% ou mais de células marcadas (HASEBE et al., 1994). Neste estudo
especifico, 0 mesmo valor de cut-off para pS3 também foi escolhido para p63, com o intuito
de evitar-se uma excessiva estratificacdo na classificagdo durante a comparagao da
imunoexpressao de p63 nas amostras pareadas.

O padrio de imunoexpressdo do TP foi comparado com aquele em sua ML
correspondente para os 45 pacientes selecionados. As amostras pareadas foram entdo
classificadas como concordantes (quando TP e ML eram ambos positivos ou negativos) ou

discordantes (quando uma amostra era positiva e a outra negativa).

4.7. Deteccdo do HPV no carcinoma epidermoide oral

As reacdes para detec¢do do DNA do HPV, que envolveu o processo de extragdo do
DNA, amplificacdo e leitura dos resultados da PCR, foi executado no Laboratdrio de Genética
Bioquimica do Departamento de Genética da FMRP/USP.

Os critérios de inclusdo e exclusdo utilizados para os pacientes deste estudo especifico
seguiram os mesmos requisitos utilizados para o Estudo da Sobrevida e para o Estudo
Imunohistoquimico, descritos previamente. Da casuistica total do trabalho, foram

selecionados 87 pacientes enquadrados nos critérios de selecao, entre os anos de 1990 e 2002,
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sendo investigadas para cada paciente duas amostras (TP e amostra pareada [AP]),
correspondendo a 87 amostras de TP e 87 amostras de AP. As AP consistiram em recidivas
tumorais, metastases em linfonodos ou casos de necrdpsias, totalizando para a casuistica final
desta investigagdo especifica o total de 174 amostras estudadas. Os casos de recidivas
tumorais selecionados tiveram sua ocorréncia na mesma localizacdo anatomica do TP. A
escolha da AP em linfonodo metastatico foi realizada conforme descrigao prévia, nos critérios
do Estudo Imunohistoquimico com Amostras Pareadas. Os casos em que foram escolhidas
necropsias como AP consistiram de tumores irressecaveis, sem ocorréncia de metastases. Os
dados dos prontuarios médicos relativos aos pacientes selecionados foram: idade, género,
localizagdo tumoral primaria, consumo de tabaco, recidivas, metastases, classificacdo
histolégica, SLD e SG. As informacgdes clinico-patologicas dos 87 pacientes selecionados

para esta avaliagdo especifica encontram-se na Tabela 15.

4.7.1. Extracio do DNA em amostras parafinizadas

Foram realizados dois cortes de 5 pum de espessura em cada amostra, que
posteriormente foram colocados em um tubo plastico estéril de 1,5 ml.

O DNA foi isolado e purificado dos cortes de tecidos embebidos em parafina com a
utilizagao do kit MagneSil® Genomic, Fixed Tissue System (Promega Corporation, Madison,
WI, USA), conforme protocolo descrito no Anexo D. Apods o procedimento, as amostras de

DNA foram estocadas a -20 °C.

4.7.2. Rea¢ao em cadeia da polimerase
Segundo Kosel et al. (2003), a PCR ¢ considerada o método mais sensitivo para a
deteccdo do DNA do HPV nas diversas formas de amostras tumorais. A PCR ¢ uma técnica

que revolucionou a virologia, devido a sua alta sensibilidade. Caracteriza-se pela amplificacao



74
de quantidades diminutas da seqiiéncia de DNA-alvo em milhdes de vezes, consistindo num
processo térmico ciclico que inclui trés etapas: desnaturagdao da fita dupla do DNA,
anelamento dos iniciadores (primers) com as suas seqiiéncias complementares de DNA-alvo e
extensdo através da enzima DNA polimerase que gera novas fitas duplas de DNA idénticas as
seqliéncias alvo de interesse. A partir de entdo, as duplas fitas recém geradas servem como
modelos para um ciclo de PCR subseqiiente. Os primers podem ser especificos (detectam um
subtipo viral especifico) ou gerais (detectam diferentes subtipos virais) (CASTRO;
BUSSOLOTI FILHO, 2006).

Todos os ensaios de PCR foram realizados em um volume de 25 pl. Nos microtubos
devidamente identificados, foram acrescentados 5 pul do DNA gendmico extraido, juntamente
com 20 pul da mistura de reagdo, que consistiu em 12,5 pL de PCR Master Mix® (Promega
Corporation, Madison, WI, USA), 1,2 uL dos primers PC03 e PC04, 4,3 uL dos primers
GP5+ e GP6+ ¢ 2,0 uL de agua ultrapura (Direct-Q™ 5 Ultrapure Water Systems, Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA). Todos os primers foram utilizados em uma concentragao
de 50 uM. Os reagentes, com exce¢cdo do DNA, foram misturados em um Unico tubo para
garantir a homogeneidade das reagdes.

A solucdo de PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, USA) consiste
em uma pré-mistura pronta para uso contendo Taq DNA polymerase (25 U/ml), dNTPs (400
uM de cada), MgCl, (1,5 mM) e uma solugdo tampao para a reagao (pH 8,5).

A determina¢do da qualidade e da integridade das amostras de DNA gendmico
extraido, assim como a confirmagdo da auséncia de agentes de inibidores da reagdo de PCR,
foram comprovadas pela amplificacdo de um fragmento ubiquo de DNA que contém 110 pb,
correspondente ao gene humano beta-globina (CHEHAB et al., 1987), utilizando os primers
PCO03 (5°-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3") e PC04 (5-

CAACTTCATCCACGTTCACC-3") (Bioneer Inc., Daejeon, Korea), descritos por Saiki et
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al. (1986). Apenas as amostras com bandas visiveis para o fragmento do gene beta-globina
foram incluidas neste estudo. Quando o primeiro corte investigado nas amostras era negativo,
uma nova tentativa era realizada com o segundo.

Em todas as reacdes de PCR, foram utilizadas amostras de controle negativo e positivo
para deteccao de possiveis contaminacdes durante a reagdo. Para controle negativo da reagao,
ao invés das amostras de DNA gendmico extraidas, foram utilizados 5 pl de agua ultrapura
(Direct-Q™ 5 Ultrapure Water Systems, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA)
juntamente com os 20 pl da mistura de reagdo. Para controle positivo, a amostra gendmica foi
substituida por uma mistura diluida contendo 5 pl de células em cultura infectadas por HPV-

16 e HPV-18 (Siha e Hela, respectivamente), e adicionada com os 20 ul da mistura de reagao.

4.7.3. Amplificacio e tipificacdo do HPV

A reacdo de amplificagdo para a detec¢do do HPV foi realizada utilizando-se os
iniciadores GP5+ e GP6+ (GP5+ - 5>-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’; GP6+ - 5'—
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3") (Bioneer Inc., Daejeon, Korea), conforme
descrito por De Roda Husman et al. (1995), amplificando um fragmento de aproximadamente
150 pb da regido L1 do capsideo viral, comum a todos os tipos de HPV.

Para a detecgdo do subtipo de HPV, foram utilizados os primers HPV-16E7.667 (5°—
GATGAAATAGATGGTCCAGC-37) e HPV-16E7.774 (5-
GCTTTGTACGCACAACCGAAGC-3’) para o HPV-16, e, para o HPV-18, os primers
HPV-18E7.696 (5’-AAGAAAACGATGAAATAGATGGA-3’) e HPV-18E7.799 (5°-
GGCTTCACACTTACAACACA-3’) (Bioneer Inc., Daejeon, Korea), conforme descritos por
Walboomers et al. (1999), que amplificam fragmentos de aproximadamente 100 pb da regido

E7 dos DNAs virais.
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Devido ao fato de que a amplificagdo de tecidos fixados em formol e arquivados em
parafina serem menos eficiente que em amostras ndo processadas desta maneira, foi
padronizado um programa de PCR personalizado para deteccdo geral e especifica do HPV,
com 40 ciclos de amplificagdo sendo realizados em um termociclador (PTC-100™, MJ
Research, Watertown, MA, USA) da seguinte maneira: 1° ciclo — 95°C por 5 minutos para
desnaturagdo inicial, anelamento a 53°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 2 minutos; 0s
outros 39 ciclos seguintes foram realizados com 95°C por 1 minuto para desnaturagdo,
anelamento a 51°C por 2 minutos e extensao a 72°C por 2 minutos. Por Gltimo, uma extensao
final de 72°C por 10 minutos sucedeu o ultimo ciclo. Até a andlise do produto amplificado, as

amostras ficaram armazenadas em geladeira a 4°C.

4.7.4. Separacio eletroforética e analise do produto amplificado

Para visualizacdo dos produtos amplificados, as amostras foram aplicadas em géis
verticais de poliacrilamida ndo desnaturantes de 10 cm, submetidos a condigdes
eletroforéticas e corados conforme o método descrito por Sanguinetti et al. (1994). Para todas
as andlises, foi utilizado um marcador de DNA de 50 pb (Promega Corporation, Madison, WI,
USA).

Em um microtubo, foram misturados 5 pl da amostra amplificada a ser analisada com
5 ul de solugdo corante tampao (900 pl de bromofenol, 900 ul de xilenocyanol, 900 pl de tris-
acido borico-EDTA (TBE) 10X, 4,5 ml de ficol 30%, 1,8 ml de EDTA 0,5M pH 8,0 e 3,6
gramas de sacarose). Esta mistura foi aplicada em um gel de poliacrilamida 8%, nao
desnaturante, juntamente com amostras dos controles negativo e positivo de cada reagao.

O gel de poliacrilamida 8% ndo desnaturante foi feito diluindo-se a solugdo de estoque
de acrilamida para a concentracdo desejada, solucdo de TBE 10X, glicerol e 4gua destilada

para um volume final de 20 ml. A mistura de gel foi adicionado 600 ul de solugio saturada de
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persulfato de potédssio e 15 ul de tetrametiletilenodiamina (TEMED) como catalisadores da
reacdo de polimerizagdo e imediatamente verteu-se a mesma em um cassete de tamanho
determinado montado previamente. Este cassete era composto por duas placas de vidro
colocadas sobre um suporte, separadas por espagadores de teflon de 1,5 mm de espessura
presos com grampos de aco. Logo apds verter-se o gel entre as placas, foi introduzido um
pente de teflon na borda superior até a polimerizagdo, aguardando um tempo minimo de 20
minutos, para se formarem os sulcos nos quais posteriormente eram aplicadas as amostras.

O gel polimerizado foi montado em uma cuba de eletroforese vertical contendo
tampao TBE (o mesmo utilizado na preparagao do gel, diluido 10 vezes) em ambos os polos.
ApoOs a mistura com o corante, as amostras foram aplicadas no gel, assim como os devidos
padrdes de peso molecular. Apods este procedimento, o equipamento foi ligado a uma fonte de
alta voltagem (250 volts) e submetido a 200 mA, constante, por um periodo de uma hora e
meia.

Para revelacdo das bandas do material separado por eletroforese, foi utilizado o
método preconizado por Sanguinetti et al. (1994). Neste método, a primeira etapa ¢ a de
fixacdo, onde o gel foi colocado em 100ml de solucdo fixadora por cinco minutos no agitador
(Hoefer Pharmacia Biotech Inc., Red Rocker, Sdo Francisco, CA, USA). A impregnacdo com
nitrato de prata foi realizada em seguida, adicionando-se 2 ml de nitrato de prata 20% em 100
ml de solugdo fixadora, permanecendo o gel em agitagdo por mais cinco minutos. Depois de
descartada a solucdo fixadora com prata, o gel foi lavado uma vez em 4agua corrente. Em
seguida, foi colocada 200 ml de solucdo reveladora com 2 ml de formaldeido sobre o gel, o
qual foi agitado até o aparecimento das bandas. Apds o aparecimento das bandas, o gel foi
fixado por 5 minutos em solucdo fixadora (sem nitrato de prata), para interromper o efeito

revelador. Terminado este processo, procedeu-se a leitura do gel.
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ApoOs a leitura, os géis foram secos para serem arquivados. A secagem foi feita
colocando-se o gel entre duas folhas de papel celofane embebidas em agua, sobre uma placa

de vidro e em temperatura ambiente por trés dias.

4.8. Analises estatisticas

Uma andlise estatistica descritiva foi realizada para demonstrar a distribui¢do das
variaveis de estudo na amostra. Para se correlacionar idade e género, os dados foram
analisados estatisticamente com o teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, sendo que as
outras comparagdes estatisticas das associagdes entre as variaveis foram realizadas utilizando-
se os testes de Fischer ou o Qui-quadrado. Verificamos pelo método de Kaplan e Meier
(1958), teste de Long-rank, as diferengas entre as curvas de sobrevida conforme as variaveis
analisadas. Os referidos testes estatisticos foram realizados com o programa GraphPad Prism,
versao 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Os testes da analise multivariada (Regressdo de Cox) foram realizados com o
programa Epi Info™ for Windows 3.4, desenvolvido pelo Centro para Controle e Prevengao
de Doengas (CDC, Atlanta, GA, USA). Foram selecionados 87 pacientes que possuiam
informagdes sobre todas as varidveis do estudo para a constru¢do de modelos estatisticos para
investigagdo dos grupos de varidveis independentes com caracteristicas progndsticas
preditivas. Os calculos das Odds Ratios (OR) e seus respectivos intervalos de confianga (IC)
também foram realizados para aferi¢do da intensidade da associacdo das varidveis com o
progndstico da doencga. Para todos os testes foi considerado um nivel de significincia de 5%

(P <0,05).

4.9. Reagentes e solucdes

Os reagentes e as solugdes utilizados neste trabalho estdo descritos no Anexo C.
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5. RESULTADOS

Foram encontrados 424 casos de CEO diagnosticados por biopsia entre 1982 ¢ 2002,
periodo equivalente a 21 anos. Os dados coletados dos prontudrios dos pacientes (idade,
género, localizacdo e tamanho tumoral primario, consumo de tabaco e bebidas alcodlicas,
traumatismo por protese, classificagao histoldgica, recidivas, metéstases, Obitos, exposicao
actinica e historia pregressa da lesdo) encontram-se na Tabela 2.

A Tabela 2 ilustra os pacientes com CEO que relataram em seus prontudrios trauma
cronico causado por protese dentaria removivel conforme a regido anatdmica. Nos 180
(42,5% do total) pacientes que faziam uso de proteses removiveis, o traumatismo crénico foi
relatado por 55 (30,6%) e os outros 125 (69,4%) negaram qualquer tipo de trauma.
Analisando a presenga deste trauma cronico de acordo com a localizagdo anatdomica primaria
do CEO, foi encontrada uma diferenca significativa entre as cinco topografias avaliadas
(excluindo-se as neoplasias de labio inferior), com P < 0,0001. O palato duro foi a localizagado
anatomica mais relacionada, sendo a inica em que predominaram os relatos da presenga do
trauma cronico, contando com 22 (40%) dos 55 pacientes que relataram o trauma.

Com relacdo aos 332 (78,3% do total) pacientes tabagistas, 29 (8,7%) relataram
consumir cigarros de palha, 15 (4,5%) afirmaram fumar cachimbo e 5 (1,5%) revelaram o
habito de mascar fumo, sendo que os 283 (85,3%) restantes relataram o consumo de cigarros
industrializados. J& os pacientes classificados como etilistas consumiam predominantemente
cerveja e destilados (cachaga). A informagdo ndo estava disponivel em 39 prontudrios
analisados. Nao foi encontrada uma diferenga significativa entre as regides anatdmicas
avaliadas ao analisar os pacientes conforme o consumo de tabaco, alcool, ambos ou nenhum

(P =0,187), conforme demonstrado na Tabela 2.
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A associagdo da localizagdo anatomica com as recidivas € metastases regionais nos
pacientes estudados estd demonstrada na Tabela 2, ja a associacdo de metastases a distancia
conforme a localizacdo anatomica esta descrita na Tabela 5. Nao foi encontrada diferenca
significativa entre as diferentes localizagdes anatomicas ao analisar a ocorréncia de recidivas

(P=0,222), metastases regionais (P=0,159) e a distancia (P=0,296).



Tabela 2 — Caracteristicas clinicopatologicas dos 424 pacientes com carcinoma
epidermoide oral investigados conforme a localizagdo tumoral anatomica primaria (%).

CARACTERISTICA

Idade (anos)
<40
41 - 60
> 60
Género
masculino
feminino
Habitos de consumo
tabagismo
etilismo
ambos
nenhum
sem informacgao
Traumatismo por protese
presente
ausente
nao usa protese
Diferenciagdo histologica
Bem
moderada
Pouco
Recidiva
sim
nao
Metastase
sim
nao
Obito
sim

nao

LOCALIZACAO TUMORAL PRIMARIA

Lingua

122 (28,8)

27 (22,1)
56 (45,9)
39 (32)

102 (83,6)
20 (16,4)

26 (21,3)
6(4,9)
71 (58,2)
8 (6,6)
11 9)

9(7,4)
44 (36,1)
69 (56,5)

56 (45,9)
51 (41,8)
15 (12.,3)

34 (27,9)
88 (72,1)

31 (25,4)
91 (74,6)

14 (11,5)
108 (88.5)

Assoalho Lab.Inf.

Palato

109 (25,7) 70 (16,5) 63 (14,8)

10 (9.,2)
53 (48,6)
46 (42,2)

87 (79,8)
22(20,2)

17 (15,6)
5 (4,6)
64 (58,7)
9(8,3)
14 (12,8)

14 (12,8)
39 (35.8)
56 (51,4)

58 (53,2)
40 (36,7)
11 (10,1)

46 (42,2)
63 (57.8)

40 (36,7)
69 (63,3)

19 (17,4)
90 (82,6)

3(4,3)
47 (67,1)
20 (28,6)

63 (90)
7 (10)

11(15,7)
5(7,2)
40 (57,1)
8(11,4)
6 (8,6)

14 (20)
56 (80)

36 (51,4)
32 (45,7)
2(2,9)

14 (20)
56 (80)

13 (18,6)
57 (81,4)

4 (5,7)
66 (94,3)

4(6,4)
45 (71,4)
14 (22,2)

48 (76,2)
15 (23,8)

15 (23.8)
3 (4.8)
38 (60,3)
3(4.8)
4(6,3)

22 (34,9)
8 (12,7)
33 (52,4)

22 (35)
28 (44,4)
13 (20,6)

17 27)
46 (73)

19 (30,2)
44 (69,8)

9 (14,3)
54 (85,7)

30 (7,1)

3 (10)
20 (66,7)
7(23,3)

22(73.3)
8(26,7)

10 33.3)
3(10)
14 (46,7)
2(6,7)
1(3.3)

4(13,3)
11 (36,7)
15 (50)

15 (50)
11 (36,7)
4(133)

10 (33.3)
20 (66,7)

9 (30)
21 (70)

6 (20)
24 (80)

Retromolar Outras*

30 (7,1)

4(13.3)
11 (36,7)
15 (50)

26 (86.7)
4(13.3)

13 (43,3)
1(3,3)
13 (43,3)

3 (10)

6 (20)
9 (30)
15 (50)

13 (43.3)
13 (43.3)
4(133)

6 (20)
24 (80)

10 (33.3)
20 (66,7)

4(133)
26 (86,7)

TOTAL
424 (100)

51 (12)
232 (54,7)
141 (33.3)

348 (82,1)
76 (17,9)

92 (21,7)
23 (5.4)
240 (56,6)
30 (7,1)
39(9,2)

55 (13)
125 (29,5)
244 (57.,5)

201 (47,4)
174 (41)
49 (11,6)

127 (30)
297 (70)

122 (28.8)
302 (71,2)

56 (13,2)
368 (86,8)

* Qutras localizagdes anatdmicas incluem mucosa jugal, gengiva e labio superior.
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Tabela 3 — Distribuicdo dos pacientes estudados conforme o tamanho e a localizacao do
tumor primario no momento da bidpsia inicial (%).

82

TAMANHO DO TUMOR
PRIMARIO’

Tl
T2
T3
T4

Total

LOCALIZACAO TUMORAL PRIMARIA

Lingua Assoalho Lab.Inf. Palato Retromolar Outras*
11 (9) 9(83)  6(86) 10(159)  6(20) 7(23.3)
54.(443) 49 (44,9) 42(60) 42(66,7) 11(36,7)  10(33,3)
48(39,3) 41(37,6) 21(30) 7(1L1) 11(36,7) 13 (433)
9(7,4)  10(92) 1(14)  4(63) 2 (6,6) -
122 (28,8) 109 (25,7) 70 (16,5) 63 (14,8) 30(7,1) 30 (7,1)

Total

49 (11,5)

208 (49,1)
141 (33.3)
26 (6,1)

424 (100)

*Qutras localizagdes anatdmicas incluem mucosa jugal, gengiva e labio superior. ¥ Conforme classificagdo TNM (SOBIN; WITTEKIND, 2002).

O género dos pacientes foi relatado em todos os prontudrios, sendo 348 (82,1%)

homens e 76 (17,9%) mulheres, resultando numa propor¢do masculino:feminino de 4,6:1. As

idades na época do diagnostico variaram de 27 a 91 anos, com uma idade média de 61 anos

(58 anos para homens e 63 anos para mulheres). A diferenga na idade de incidéncia do CEO

foi significativa em relacdo ao género (P=0,031), havendo uma tendéncia de afetar mais

tardiamente as mulheres (Tabela 4). Devido a esse fato, a relacdo entre os géneros

(masculino:feminino) mostrou uma variagdo de acordo com a idade dos pacientes, sendo de

6,3:1 até os 60 anos e diminuindo para 2,8:1 ap6s esta idade.

Tabela 4 — Distribuicao do numero e porcentagem de pacientes segundo a idade e o género.

IDADE *

<60 anos

> 60 anos

GENERO

Masculino Feminino
244 (70,1) 39 (51,3)
104 (29,9) 37 (48,7)

iDe acordo com (SARINI et al., 2001).

TOTAL
283 (66,7)
141 (33.3)
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Tabela 5 — Distribuicao dos pacientes com ocorréncia de metastases a distancia
conforme a localiza¢do anatomica tumoral primaria e os o6rgaos afetados (%).
LOCALIZACAO TUMORAL PRIMARIA
Lingua Assoalho Lab.Inf. Palato Retromolar Outras* Total

122 (28,8) 109 (25,7) 70 (16,5) 63 (14,8) 30 (7,1)  30(7,1) 424 (100)
Metastase a distancia
sim 75,7 7(64) - 3(4,8) 13,3) 3(10)  21(4,9)

ndo 115 (94,3) 102(93,6) 70(100) 60 (95,2) 29(96,7)  27(90) 403 (95,1)

Orgaos afetados

pulmdes 6(857) 5(714) - 2 (100) 1(100)  3(100) 17 (80,9)
figado 1(143)  1(143) - - - - 2(9,5)
0SS0S - 1(14,3) - - - - 1(4,8)
olhos - - - 1 - - 1 (4.8)

e
Outras localizagdes anatomicas sdo mucosa jugal, gengiva e labio superior.

A historia pregressa das lesdes até a procura pelo servigo estd demonstrada na Figura
2. Embora a maioria dos pacientes tenha procurado cuidados médicos nos primeiros seis
meses de evolu¢do da doenca, o tempo médio encontrado foi de 13 meses. Conforme
demonstrado na Figura 3, foi encontrada diferenca significativa entre a localizacdo anatdmica
tumoral primaria e a histdria pregressa das lesoes (P < 0,0001), sendo que houve maior atraso

no diagndstico dos tumores em labio inferior.
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60

Numero de pacientes T

<1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 24 36 >60

Tempo (meses)

Figura 2 — Historia pregressa da evolug¢do dos tumores primarios

até a procura do servigo pelos pacientes (N = 398).
t

Dados indisponiveis em 26 prontuarios analisados.

EZZEE qté 6 meses

100 E==37 a 12 meses

EZZ4 13 a 24 meses

~
(3.}
[

EE mais de 2 anos

25+

Numero de pacientes **
(3,1
o
[

Lingua Assoalho Lab. Inf. Palato Retromolar ~ Outras *

Regido anatémica
Figura 3 — Historia pregressa das lesdes conforme a localizagdo

anatomica tumoral primaria.

* *%
Outras localizagdes anatomicas sdo mucosa jugal, gengiva e labio superior. Dados
indisponiveis em 26 prontuarios analisados.

Com relagdo ao principal fator de risco para o CEO em labio inferior, a exposi¢ao
actinica desprotegida foi relatada por 51 (72,9%) dos pacientes, sendo que cinco (7,1%)

negaram tal exposicdo e em 14 (20%) prontudrios ndo havia esta informac¢do (Figura 4). O
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consumo de tabaco pelos pacientes estudados ndao apresentou influéncia estatisticamente

significativa nas recidivas e metastases da doenca (P=1,0) (Figura 5).

Numero de pacientes

Sim Nao Dados indisponiveis
Exposi¢ao actinica desprotegida

Figura 4 — Relatos de exposi¢ao actinica desprotegida nos 70 pacientes
com diagndstico de carcinoma epidermoide em labio inferior.

5.1. Estudo da Sobrevida

Para o estudo da sobrevida, foram selecionados 126 (29,7%) pacientes do total
estudado que tiveram o devido acompanhamento relatado em seus prontudrios e
enquadravam-se nos critérios do estudo. Além dos 26 (6,1%) pacientes que se apresentaram
com tumores primdrios T4 (Tabela 3), outros 272 (64,2%) pacientes ndo puderam ser
incluidos no estudo da sobrevida porque ndo possuiam informacdes suficientes em seus
prontuarios médicos. As informagdes clinicopatoldgicas dos pacientes selecionados para este

estudo estdo sumarizadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Caracteristicas clinicopatoldgicas dos 126 pacientes com
carcinoma epidermoide oral selecionados para o estudo da sobrevida (%).

CARACTERISTICA LOCALIZACAO TUMORAL PRIMARIA

Lingua Assoalho Lab.Inf. Palato Retromolar Outras* Total
3931) 38(30,2) 13(10,3) 13(10,3) 12(9,5)  11(8,7) 126 (100)

Idade (anos)

<60 26(66,7) 21(553) 7(53.8) 6(462)  7(583)  6(54,5) 73(57.9)
> 60 13(333) 17(44,7) 6(462) 7(53.8) 5(41,7)  5(455) 53(42.0)
Género

masculino 28 (71,8) 29(76,3) 10(76,9) 8(615)  10(83,3)  10(91) 95 (754)
feminino 11(28,7) 9(23,7) 3(23,1) 5(385)  2(16,7) 1(9)  31(24,6)

Habitos de consumo

tabagismo 8(20,5) 8(21,1) 3(23,1) 4(309) 3(25) 5(455) 31 (24,6)
etilismo 251 2(53) 1(7,6) 2(154) 1(8,3) 1 (9) 9(7,1)
ambos 26(66,7) 25(65,7) 5(385) 5(385) S5(4L7)  5(455) 71(563)
nenhum 12,6) 2(53) 2(154) 1(7.6) 1(83) - 7(5.6)
sem informacao 2(5,1) 12,6) 2154 1(7.,6) 2 (16,7) — 8 (6,4)
Recidiva

sim 11(28,2) 13(34,2) 3(23,1) 4(30,8) 4(33,3)  9(81,8) 44(34,9)
ndo 28(71,8) 25(65,8) 10(769) 9(69,2)  8(66,7)  2(182) 82(65,1)
Metastase

sim 18 (46,2) 20(52,6) 3(23,1) 6(462) 6 (50) 6(54,5) 59 (46.8)
ndo 21(53,8) 18(47.4) 10(76,9) 7(53.8) 6 (50) 5(45,5) 67(53.2)
Obito

sim 4(103)  7(184) 1(7.6) 3(23,1) 3(25) 2(182) 20 (15,9)
ndo 35(89,7) 31(81,6) 12(92.4) 10(76,9) 9 (75) 9 (81,8) 106 (84,1)

*
Outras localiza¢des anatomicas sdo mucosa jugal, gengiva e labio superior.

A taxa de SG em cinco anos nos pacientes estudados foi de 24,3% (desvio padrao de
6,9%), com média de 28 meses (Figura 5). Por outro lado, a taxa de SLD em cinco anos foi de
19% (desvio padrao de 4,1%), com média de 19 meses.

Analisando a sobrevida nos pacientes com recidivas e/ou metastases, ou aqueles com
auséncia de ambos (Figura 6), encontramos uma diferenca significativa nas curvas de
sobrevida (P < 0,0001). A comparagdo entre as curvas do tempo de sobrevida também foi

estatisticamente diferente segundo a idade analisada (< 60 ou > 60 anos), com P=0,002
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(Figura 7). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa de sobrevida entre as quatro

localizagdes anatdomicas tumorais de maior prevaléncia (P=0,139) (Figura 8).
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Figura 5 — Sobrevida global dos pacientes estudados.
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Figura 6 — Sobrevida dos pacientes com recidivas, metastases,
recidivas € metastases ou auséncia de ambos.
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Figura 7 — Sobrevida dos pacientes classificados conforme a idade.
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Figura 8 — Sobrevida dos pacientes conforme as quatro localizagdes
anatomicas tumorais primdarias de maior prevaléncia.

5.2. Estudo imunohistoquimico
Para o estudo da imunohistoquimico, foram selecionados 106 (25%) pacientes do total
estudado que se enquadravam nos critérios do estudo. As informagdes clinicopatoldgicas dos

pacientes selecionados para este estudo estdo sumarizadas na Tabela 7.
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Tabela 7 — Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes selecionados para o estudo
imunohistoquimico (%).

CARACTERISTICA LOCALIZACAO TUMORAL PRIMARIA
Lingua Assoalho Lab.Inf. Palato Outras* Total
25 (23,6) 34 (32,1) 15 (14,1) 21 (19,8) 11 (10,4) 106 (100)

Idade (anos)

<60 15 (60) 27 (79,4) 7 (46,7) 13 (61,9) 5(45,5) 67 (63,2)

> 60 10 (40) 7 (20,6) 8(53,3) 8 (38,1) 6 (54.5) 39 (36,8)
Género

masculino 19 (76) 30 (88,2) 12 (80) 19 (90,6) 9 (81,8) 89 (84)

feminino 6 (24) 4(11,8) 3(20) 2 (9,4) 2(18.2) 17 (16)
Diferenciagéo histologica

bem 11 (44) 19 (55,9) 8(53,3) 5(23.,8) 5(45.,5) 48 (45,3)

moderada 10 (40) 9 (26,5) 7 (46,7) 11 (52,4) 4 (36,4) 41 (38,7)

pobre 4(16) 6 (17,6) - 5(23,8) 2(18,1) 17 (16)
Recidiva

ndo 13 (52) 15 (44,1) 5(33,3) 10 (47,6) 4(36,4) 47 (44.3)

sim 12 (48) 19 (55,9) 10 (66,7) 11(52,4) 7 (63,6) 59 (55,7)
Metastase

nao 11 (44) 7 (20,6) 6 (40) 10 (47,6) 3(27.3) 37 (34,9)

sim 14 (56) 27 (79,4) 9 (60) 11(52,4) 8 (72,7) 69 (65,1)

% —— — — - - - —— -
Outras localizagdes anatdmicas sio mucosa jugal, trigono retromolar, gengiva e labio superior.

A imunoreatividade para p63 esteve presente em 93 (87,8%) tumores (Tabela 8),
sendo que o indice de positividade celular variou de 0% a 100%. A distribuicdo quantitativa e
a intensidade da imunoexpressdo de p63 estdo especificadas nas Tabelas 8 e 9,
respectivamente. A imunoreatividade de p63 foi notada principalmente em tumores bem e
moderadamente diferenciados. No entanto, sua imunoexpressdo mostrou-se geralmente
ausente em células com diferencia¢do terminal e em areas com pérolas de queratina (Figura
9). Para a proteina p53, 56 (52,8%) dos tumores (Figura 10) mostraram-se positivos, sendo

que a maioria dos tumores negativos mostrou um padrao bem diferenciado (Tabela 10).



Figura 9 — Fotomicrografia de células tumorais positivas para a
proteina p63 (marcagdo nuclear escura, imunohistoquimica, x40).

Figura 10 — Fotomicrografia de células tumorais positivas para a
proteina p53 (marcagdo nuclear escura, imunohistoquimica, x40).
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Tabela 8 — Distribuicdo quantitativa da imunoexpressao da proteina p63 associada com

o padrao de diferenciacdo tumoral e com os episddios de recidivas e metéstases (%).

0
Casos 13 (12,2)
Diferenciagdo tumoral
bem 2 (15,4)
moderada 3(23,1)
pouco 8(61,5)
Recidivas
nao 8 (61,5)
sim 5(38.,5)
Metéastases
nio 4(30.,8)
sim 9(69,2)

1
26 (24,6)

9 (34,6)
12 (46,2)
5(19,2)

8 (30,8)
18 (69,2)

4 (15,4)
22 (84,6)

2
23 (21,7)

9 (39,1)
12 (52,2)
2(8,7)

7(30,4)
16 (69,6)

7(30,4)
16 (69,6)

Imunoexpressao quantitativa de p63

3
17 (16)

11 (64,7)
5(29.4)
1(5,9)

11 (64,7)
6 (35.3)

7(41,2)
10 (58.8)

4
27 (25,5)

17 (63)
9 (33,3)
13,7

13 (48,1)
14 (51,9)

15 (55,6)
12 (44,4)

Total
106 (100)

48 (45.3)
41 (38,7)
17 (16)

47 (44.3)
59 (55,7)

37 (34,9)
69 (65,1)

Nao houve associagdo estatisticamente significativa entre a distribui¢do quantitativa da

imunoexpressao da proteina p63 com recidivas e metastases tumorais (Tabela 8, P=0,439 e

P=0,687, respectivamente). Nos tumores menos diferenciados, foi encontrada uma tendéncia

para a auséncia ou baixa imunoexpressao de p63 (P=0,719).

Com relagdo a intensidade da imunoexpressdo de p63, os casos com fraca

imunoreatividade mostraram maior nimero de metastases do que aqueles com intensidade

forte (Tabela 9). No entanto, ndo houve associacdo significativa entre a intensidade de

imunoexpressdo de p63 com a ocorréncia de metastases e recidivas tumorais (P=0,244 e

P=0,172, respectivamente). Do mesmo modo, nenhum resultado significativo foi encontrado

com relagdo ao grau de diferenciagdo tumoral (P=0,397).
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Tabela 9 — Distribui¢do da intensidade da imunoexpressao da proteina p63 associada com
o padrao de diferenciacdo tumoral e com os episddios de recidivas e metéstases (%).

Imunoexpressio quantitativa de p63

0 + ++ +++ Total
Casos 13 (12,2) 20 (18,9) 53 (50) 20 (18,9) 106 (100)
Diferenciagdo tumoral
bem 2 (15,4) 8 (40) 26 (49,1) 12 (60) 48 (45,3)
moderada 3(23,1) 8 (40) 23 (43,4) 7 (395) 41 (38,7)
pouco 8 (61.5) 4 (20) 4 (7,5) 1(5) 17 (16)
Recidivas
nao 8 (61.5) 5(25) 24 (45,3) 10 (50) 47 (44,3)
sim 5(38.,5) 15 (75) 29 (54,7) 10 (50) 59 (55,7)
Metéastases
nao 4 (30,8) 2 (10) 19 (35,8) 12 (60) 37 (34,9)
sim 9(69,2) 18 (90) 34 (64.2) 8 (40) 69 (65,1)

Para a analise da imunoexpressdo da proteina p53, nenhum resultado significativo foi
encontrado ao se avaliar os episodios de recidivas tumorais e o grau de diferenciacdo tumoral
(Tabela 10, P=0,845 e P=0,156, respectivamente). Por outro lado, foi encontrada uma
associacdao significativa entre a imunoexpressdo de pS53 e a ocorréncia de metéstases
(P=0,002), com predominio nos casos p53 positivos, que mostraram alto indice de metastases

(78,6%).

Tabela 10 — Distribui¢do da imunoexpressdo da proteina p53 associada com o
padrdo de diferenciacao tumoral e com os episddios de recidivas e metastases (%).

Imunoexpressiao de p53

Positivo Negativo Total
Casos 56 (52,8) 50 (47,2) 106 (100)
Diferencia¢do tumoral
bem 21 (37,5) 27 (54) 48 (45,3)
moderada 22(39,3) 19 (38) 41 (38,7)
pobre 13 (23,2) 4 (8 17 (16)
Recidivas
nao 24 (42,9) 23 (46) 47 (44,3)
sim 32 (57,1) 27 (54) 59 (55,7)
Metéstases
néo 12 (21,4) 25 (50) 37 (34,9)

sim 44 (78,6) 25 (50) 69 (65,1)
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Nenhuma associacao significativa foi encontrada entre a imunoexpressao quantitativa

de p63 e p53 (P=0,438). Na analise entre a intensidade de imunoexpressao de p63 com p53,

os casos de p63 com intensidade moderada e forte foram na maioria p53 negativos (78%),

mas também sem alcancar resultados estatisticos significativos (P=0,212), conforme
demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11 — Associag@o entre a imunoexpressao das proteinas pS3 e p63 nos casos
estudados.

Imunoexpressio de p53

positivos negativos Total
Casos 56 (52,8) 50 (47,2) 106 (100)
Imunoexpressio de p63
Ausente 9 (16,1) 4(8) 13 (12,2)

Imunoexpressio quantitativa de p63

1 (1-25%) 8 (14,3) 18 (36) 26 (24,6)

2 (26-50%) 12 (21,4) 11 (22) 23 (21,7)

3 (51-75%) 9 (16,1) 8 (16) 17 (16)

4 (76-100%) 18 (32,1) 9 (18) 27 (25,5)
Intensidade de imunoexpressiao de p63

+ (fraca) 13 (23,2) 7 (14) 20 (18,9)

++ (moderada) 28 (50) 25 (50) 53 (50)
+++ (forte) 6 (10,7) 14 (28) 20 (18,9)

O indice de SG em cinco anos para a populacao estudada foi de 32% (desvio padrao
de 7,3%), e a sobrevida média foi de 35 meses. Por outro lado, a taxa de SLD em cinco anos
foi de 10% (desvio padrao de 3,4%), com uma SLD média de 19 meses.

Apesar de ndo ter sido encontrada nenhum influéncia significativa nas curvas de

sobrevida, a analise quantitativa de p63 mostrou tendéncia para os casos de maior quantidade
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de imunoexpressdo — classificados como 4 (75-100%) — com intervalos mais favoraveis de

SLD e SG (P=0,271 e P=0,184, respectivamente), conforme ilustrado na Figuras 11 e 12.

-0
» e a1
—a—2
——3
——4

% de pacientes

Tempo (meses)

Figura 11 — Andlise das curvas de sobrevida livre da doenca
conforme a imunoexpressao quantitativa da proteina p63.
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Figura 12 — Andlise das curvas de sobrevida global
conforme a imunoexpressdo quantitativa da proteina p63.
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Apesar de nao haver diferengas estatisticamente significativas (P=0,406), os tumores

com forte intensidade de imunoexpressao da proteina p63 tiveram os melhores intervalos de
SLD e os tumores com auséncia de p63 tiveram os intervalos mais curtos (Figura 13). Em
relacdo as curvas de SG, uma significativa associagdo foi encontrada entre a maior
intensidade de imunoexpressdo de p63 com melhores indices de SG (P=0,008), como

demonstrado na Figura 14.
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Figura 13 — Anélise das curvas de sobrevida livre da doenca
conforme a intensidade de imunoexpressao da proteina p63.
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Figura 14 — Analise das curvas de sobrevida global conforme
a intensidade de imunoexpressao da proteina p63.
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Nenhuma diferenca significativa foi encontrada para as curvas de sobrevida avaliando
a imunoreatividade da proteina p53 em relagdo a SLD (P= 0,334) (Figura 15). No entanto, em
relagdo a SG, os pacientes com auséncia da imunoexpressao de p53 tiveram um prognostico

significativamente melhor (P=0,046), conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 15 — Anélise das curvas de sobrevida livre da
doenca conforme a imunoexpressao da proteina p53.
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Figura 16 — Andlise das curvas de sobrevida global
conforme a imunoexpressao da proteina p53.
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5.3. Estudo imunohistoquimico com amostras pareadas
As caracteristicas da populagdo selecionada para este estudo (localizagdo tumoral
primaria, idade, género e Obitos) estao descritas na Tabela 12.

Tabela 12 — Caracteristicas demograficas e clinicopatoldgicas dos pacientes com
carcinoma epidermoide oral selecionados para o estudo com amostras pareadas.

LOCALIZACAO TUMORAL PRIMARIA

Assoalho Lingua Palato Labio Inferior ~ Outras’ TOTAL

CASOS 14 (31,1) 12 (26,7) 8(17.,8) 6(13,3) 5(11,1)  45(100)
IDADE

<60 11 (78,6) 7 (58.,3) 3(37,5) 3(50) 3 (60) 27 (60)

> 60 3(21,4) 5(41,7) 5(62,5) 3(50) 2 (40) 18 (40)
GENERO

masculino 12 (85,7) 11 (91,7) 7 (87,5) 5(83,3) 3 (60) 38 (84,4)

feminino 2 (14,3) 1(8,3) 1(12,5) 1(16,7) 2 (40) 7 (15,6)
OBITO

nao 7 (50) 4 (33,3) 4 (50) 3(50) 3 (60) 21 (46,7)

sim 7 (50) 8 (66,7) 4 (50) 3(50) 2 (40) 24 (53,3)

T Outras localizagdes anatomicas incluem trigono retromolar, mucosa jugal, labio superior e gengiva

A anélise imunohistoquimica mostrou imunoexpressao das proteinas p53 e p63 em 17
(37,8%) e 23 (51,1%) dos TP, respectivamente. Para as ML, um aumento na imunoexpressao
de ambas as proteinas foi registrado, subindo para 23 (51,1%) e 26 (57,8%) casos para p53 e
p63, respectivamente.

Analisando o grau histologico de diferenciacdo dos tumores conforme a
imunoexpressao das proteinas, foi encontrada uma fraca associa¢do entre a positividade

aumentada de p53 com o baixo nivel de diferenciacdo tumoral. No entanto, esta associa¢ao
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ndo demonstrou resultados estatisticamente significativos (P=0,318 e P=0,080, para p53 e

p63, respectivamente) (Tabela 13).

Tabela 13 — Grau de diferencia¢do histologico tumoral em todas as amostras estudadas
agrupados conforme os resultados de imunoexpressao das proteinas p53 e p63 (%).

- . pS3 p63
DIFERENCIACAO HISTOLOGICA TOTAL
+ - + -
BEM 16 (36,4) 28 (63,6) 17(38,6) 27(61,4) 44 (100)
MODERADA 16 (51,6) 15 (48,4) 20(64,5) 11(355)  31(100)
POUCO 8 (53,3) 7 (46,7) 6 (40) 9 (60) 15 (100)

A maioria dos casos demonstrou concordancia nos padrdes de imunoexpressdo de
ambas as proteinas, mantendo o modelo de imunoexpressio do TP na ML. Para p53, a
concordancia foi de 73,3% (33 casos), e para p63, foi de 53,3% (24 casos). No entanto, foram
encontrados alguns casos discordantes entre TP e ML, predominantemente para p63 (46,7%,
correspondendo a 21 casos). A Tabela 14 demonstra os padrdes de imunoexpressao
concordantes ou discordantes encontrados nas amostras pareadas. Apesar da diferenca,
nenhuma associacdo estatisticamente significativa foi observada entre as duas proteinas

estudadas (P=0,079).



Tabela 14 — Resultados dos padrdes de imunoexpressao dos tumores primarios
comparados com suas respectivas metastases linfonodais, demonstrando a concordancia

ou discordancia nos 45 pacientes avaliados (%).

p53 po63
TUMOR PRIMARIO x METASTASE LINFONODAL
N N
CONCORDANCIA
- - 19 (42,2) 10 (22,2)
+ + 14 (31,1) 14 (31,1)
DISCORDANCIA
- + 9 (20) 12 (26,7)
+ - 3(6,7) 9 (20)
45 (100 45 (100
TOTAL (100) (100)

I
Numero de pacientes avaliados.
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A taxa de SG em cinco anos foi de 21,5% (desvio padrao de 8,6%), com média de 20

meses. Por outro lado, a SLD em dois anos foi de 20% (desvio padrao de 9,1%), com média

de 10 meses.

Os pacientes positivos para p63 nas ML tiveram significativamente melhores indices

de SG e SLD (P=0,049 e P=0,006, respectivamente). Os tumores negativos para p63 tiveram

as menores taxas de SG e SLD, conforme demonstrado nas Figuras 17 e 18, respectivamente.
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Figura 17 — Comparagdo das curvas da sobrevida global nos

pacientes estudados conforme o padrdo de imunoexpressdao de

p63 no tumor primario e em sua respectiva metastase linfonodal.
*

+ +=Positivo em ambas amostras, - - = Negativo em ambas amostras,
- + = Positivo na amostra complementar, + - = Positivo no tumor primario.
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Figura 18 — Comparacdo das curvas da sobrevida livre da
doenga nos pacientes estudados conforme o padrio de
imunoexpressdo de p63 no tumor primdrio € em sua
respectiva metastase linfonodal.

*

+ +=Positivo em ambas amostras, - - = Negativo em ambas amostras,
- +=Positivo na amostra complementar, + - = Positivo no tumor primario.
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Analisando as curvas de sobrevida conforme a imunoexpressao de p53, foi encontrada
diferenca significativa entre as curvas de SLD para os pacientes positivos (=10%) ou
negativos (<10%), sendo mais favoraveis para os tumores negativos nas ML, com P=0,009,
conforme demonstrado na Figura 19. No entanto, em relagdo a SG, ndo foram encontradas

diferencas significativas, com P=0,129, conforme demonstrado na Figura 20.
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Figura 19 — Comparagdo das curvas da sobrevida livre da doenca
nos pacientes estudados conforme o padrao de imunoexpressao de
P53 no tumor primario e em sua respectiva metéstase linfonodal.

+ +=Positivo em ambas amostras, - - = Negativo em ambas amostras,
- +=Positivo na amostra complementar, + - = Positivo no tumor primario.
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Figura 20 — Comparacdo das curvas da sobrevida global nos
pacientes estudados conforme o padrao de imunoexpressao de p53

no tumor primario € em sua respectiva metastase linfonodal.
*

+ +=Positivo em ambas amostras, - - = Negativo em ambas amostras,
- + = Positivo na amostra complementar, + - = Positivo no tumor primario.
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5.4. Deteccio do HPV no carcinoma epidermoide oral
De maneira semelhante ao estudo anterior, foram selecionadas duas amostras pareadas
para cada paciente selecionado para este trabalho. Portanto, dos 87 pacientes selecionados
para este estudo, foram selecionadas 174 amostras de CEQO, incluindo 87 TP como amostras
iniciais, além de 49 casos de recidivas, 28 metastases cervicais linfonodais e 10 casos de
tumores irressecaveis em que foram selecionadas amostras tumorais de necropsias como AP.
Na amplificacdo com os primers PC03 e PC04, utilizados como controle interno da reacao
para detec¢ao do gene da beta-globina, o DNA amplificado foi encontrado em todas as 174
amostras estudadas. As informacdes clinicopatoldgicas dos pacientes selecionados para este
estudo estdo sumarizadas na Tabela 15.

Tabela 15 — Caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes com carcinoma
epidermoide oral selecionados para o estudo de detec¢ao do HPV.

LOCALIZACAO TUMORAL PRIMARIA

Assoalho Lingua Palato duro Labio inf. Outras* TOTAL
CASOS 26 (29,9) 22 (25,3) 17 (19,5) 13 (14,9) 9(10,4) 87(100)
Idade
<60 anos 21 (80,8) 13 (59,1) 10 (58,8) 6 (46,2) 4(44,4) 54(62,1)
> 60 anos 5(40,9) 9 (40,9) 7(41,2) 7 (53.8) 5(55,6) 33379
Género
masculino 24 (92,3) 16 (72,7) 15 (88,2) 11 (84,6) 7(77,8) 73(83,9)
feminino 2(7,7) 6(27,3) 2(11,8) 2 (15,4) 2(22,2) 14 (16,1)
Recidiva
nao 13 (50) 8(36,4) 8 (47,1) 7(53.,9) 4 (44,4) 40 (46)
sim 13 (50) 14 (63,6) 9(52,9) 6 (46,1) 5(55,6) 47 (54)
Metastase
ndo 14 (53,9) 15 (68,2) 10 (58,8) 6 (46,1) 5(55,6) 50(57,5)
sim 12 (46,1) 7 (31,8) 7 (41,2) 7 (53.9) 4(44,4) 37 42,5)
Obito
nao 17 (65,4) 11 (50) 11 (64,7) 10 (76,9) 5(55,6) 54(62,1)
sim 9 (34,6) 11 (50) 6(35,3) 3(23,1) 4(44,4) 33379

* Qutras localizagdes anatdmicas incluem trigono retromolar, mucosa jugal, ldbio superior e gengiva.
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O controle positivo para o HPV foi amplificado em todas as reagdes. A amplificacao

com os primers GP5+ e GP6+ mostrou a presenca do DNA viral em 18 das 174 (10,4%)
amostras de CEO testadas (Figura 21), correspondendo a 17 dos 87 (19,5%) pacientes
estudados. Foram 13 pacientes do género masculino e quatro do feminino os pacientes com
positividade para o DNA do HPV, com uma relagdo masculino:feminino de 3,25:1. No
entanto, o indice total de positividade para os pacientes do género masculino foi menor do que
no género oposto (17,8% vs. 28,6%). As idades encontradas nos pacientes deste estudo

variaram de 46 a 90 anos, com média de 59 anos (Tabela 16).

Tabela 16 — Caracteristicas clinicopatoldgicas dos 17 pacientes diagnosticados com
carcinoma epidermoide oral e com positividade para o DNA do HPV.

N° Idade Género Consumo de Tabaco TP AC Diferenciaciao
TP AC
1 60 F nega lingua® recidiva® B M
2 54 M confirma lingua® recidiva™ B B
3 60 M confirma lingua® recidiva™ B B
4 61 F nega lingua® recidiva™ M B
5 90 F nega lingua® recidiva™ B B
6 53 M confirma assoalho™ recidiva® B B
7 53 M nega assoalho® recidiva™ M M
8 57 M confirma assoalho™ metastase® B B
9 46 M confirma assoalho™ metastase® B B
10 62 M confirma labio inferior® recidiva™ B B
11 71 M confirma labio inferior™ metastase® B B
12 71 F nega labio inferior™ recidiva® M P
13 59 M nega palato duro® recidiva™ M M
14 57 M confirma palato duro® recidiva™ B M
15 47 M nega palato duro® metastase™ B M
16 50 M confirma palato duro™ recidiva® B M
17 53 M confirma retromolar™ necropsia® P P

M = masculino; F = feminino; TP = tumor primério; AC = amostra complementar; * = positivo para HPV-16, ® = positivo para HPV-18,
€ = positivo para ambos; ® = subtipo de HPV nao identificado; ¥ = DNA viral ausente; diferenciagio histolégica: B = bem, M =
moderada, P = pobre.

Com relacao ao género dos pacientes com tumores portadores do DNA do HPV, foram

encontradas cinco amostras positivas correspondentes a quatro pacientes do género feminino,
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porque uma paciente teve suas duas amostras avaliadas com positividade para o DNA viral
(TP e AP). Além disso, quatro das cinco amostras HPV positivas do género feminino foram
detectadas na lingua (Tabela 16). No entanto, nenhuma diferenga significativa foi encontrada
ao analisar a presenca do DNA do HPV conforme o género, com P=0,460 (Figura 22), assim
como também em relacdo a idade P=0,418, como demonstrado na Figura 23. Na classificagao
histolégica dos tumores, a maioria das amostras positivas para o DNA do HPV foram bem
diferenciadas (11 amostras — 61,1%). Contudo, nenhuma associa¢do estatisticamente
significativa foi encontrada, com P=0,296, conforme demonstrado na Tabela 17.

Tabela 17 — Distribui¢do dos pacientes com carcinoma epidermdide oral avaliados
conforme o grau de diferenciacao histologico e a presenga do DNA do HPV (%).

HPV - HPV  + Total
Diferenciacao histologica
bem 75 (48,1) 12 (66,7) 87 (50)
moderada 62 (39,7) 4(22,2) 66 (37,9)
pobre 19 (12,2) 2 (11,1) 21 (12,1)
Total 156 (100) 18 (100) 174 (100)

masculino feminino

Género

Figura 22 — Distribui¢dao dos pacientes com carcinoma epidermdide
oral avaliados conforme o género e a presenca do DNA do HPV.
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Figura 23 — Distribuicdo dos pacientes com carcinoma epidermoide
oral avaliados conforme a idade e a presenca do DNA do HPV.

Em relagdo ao consumo de tabaco, uma quantidade significativamente maior de
amostras positivas para o DNA viral foi encontrada nos pacientes ndo fumantes (P=0,013),

como demonstrado na Tabela 18.

Tabela 18 — Presenca do DNA do HPV nos pacientes com
carcinoma epidermoéide oral conforme o consumo de tabaco (%).

Presenca do DNA do HPV

HPV - HPV + Total
Habito
fumantes 61 (87,1) 10 (58,8) 71 (81,6)
ndo fumantes 9(12,9) 7 (41,2) 16 (18,4)
Total 70 (100) 17 (100) 87 (100)

De todas as 87 amostras de TP analisadas, foram encontradas 10 (11,5%) com
positividade para o DNA do HPV. Nas 87 AP investigadas, a presenga do DNA viral foi
observada em 8 (9,2%) amostras tumorais estudadas, consistindo em 4 (4,6%) recidivas, 3

(3,5%) metastases linfonodais cervicais e 1 (1,1%) necropsia. A lingua foi a localizagdo
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anatomica mais comumente encontrada com HPV, seguida do palato duro, com 6 (33,3%) e 4

(22,2%) das 18 amostras positivas, respectivamente. O assoalho oral demonstrou a presenca
viral em 3 AP, consistindo 2 delas em metastases cervicais.

A presenca dos subtipos HPV-16 e 18 foi detectada respectivamente em 4 (22,2%) e 3

(16,7%) das 18 amostras de CEO positivas para o DNA do HPV (Figura 24), e em 6 (33,3%)

amostras investigadas foram encontrados ambos os subtipos virais. O subtipo de HPV nao foi

identificado em 5 (27,8%) amostras estudadas (Tabela 16).

Figura 21 — Mobilidade eletroforética dos produtos amplificados do gene da beta-
globina e da regido L1 do DNA gendmico do HPV, em gel de poliacrilamida nao-

desnaturante a 8%.

1 — Amostra positiva para o gene da beta-globina e negativa para o HPV; 2 — Amostra positiva para o gene da beta-globina e
para o HPV; 3 — Controle negativo da reagdo; 4 — Controle positivo da reagdo (Siha + Hela, 1:10); M — Marcador de 50 pb.

100 pb

Figura 24 — Mobilidade eletroforética da amplificagdo do gene E7 para detecgdo

dos subtipos do HPV, em gel de poliacrilamida nao-desnaturante a 8%.

M — Marcador de 50 pb; 1 — Amostra positiva para o gene E7 do HPV-16; 2 — Amostra negativa para o
gene E7 do HPV-16; 3 — Amostra positiva para o gene E7 do HPV-18; 4 — Amostra negativa para o gene
E7 do HPV-18; 5 — Controle negativo da reag@o; 6 — Controle positivo da reagdo (Siha ou Hela, 1:10).
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O periodo de SG dos pacientes selecionados para este estudo variou de seis a 118
meses, com um tempo médio de SG de 38 meses e uma SG em cinco anos de 28,6% dos
pacientes. O tempo de SLD médio encontrado foi de 13 meses e a SLD em dois anos foi de
29% dos pacientes, em um periodo que variou de seis a 90 meses. As ocorréncias de Obitos
foram encontradas em 33 (37,9%) pacientes, sendo nove com positividade para o DNA do
HPV e 24 com negatividade. Os pacientes negativos para o DNA do HPV tiveram uma SG
média de 37 meses e uma SG em cinco anos de 29,9% dos pacientes. Por outro lado, nos
pacientes positivos para o DNA do HPV, a SG média foi de 35 meses e a SG em cinco anos
foi de 28,5%. Apesar do melhor tempo de SG e SLD dos pacientes com CEO sem a presenga
do DNA do HPV, nao foram encontradas diferencas significativas através das comparacdes
das curvas de sobrevida entre os dois grupos de pacientes (SG — P=0,859 e SLD — P=0,254).
Por este motivo, esta variavel foi excluida do teste da analise multivariada destes 87 pacientes
(ver adiante, Tabela 19). As curvas de SG e SLD entre os dois grupos sao apresentadas nas

Figuras 25 e 26, respectivamente.

100
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% de pacientes

25
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Figura 25 — Sobrevida livre da doenca dos pacientes com carcinoma
epidermoide oral avaliados conforme a presenga ou auséncia do DNA
do HPV.
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Figura 26 — Sobrevida global dos pacientes com carcinoma epidermdide
oral avaliados conforme a presenc¢a ou auséncia do DNA do HPV.

5.5. Analise multivariada dos fatores clinicopatologicos e moleculares associados

ao prognostico dos pacientes com carcinoma epidermoide oral

Na andlise multivariada (regressdo de Cox), as variaveis independentes com
diferencgas estatisticamente significativas relacionadas ao prognostico da doenca
foram a idade [OR=3,9 (95% IC — 0,37-4,2) P=0,0001], a localizagdo anatomica
tumoral (P=0, 0037) e a expressdo da proteina p53 [OR=2,91 (95% IC — 1,18-7,19)
P=0,0023], conforme demonstrado na Tabela 19. A andlise da presenca do DNA do
HPV com as curvas de sobrevida ndo foi incluida na anélise multivariada por ter

apresentado resultado nao significativo na andlise univariada prévia.
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Tabela 19 — Sobrevida global acumulada nos 87 pacientes com carcinoma
epidermdide oral conforme as varidveis investigadas.

Variaveis Categoria Casos  Sobrevida Global em 5 anos (%) Valor de P* A

Idade <60 54 40,8
0,0001

>60 33 9,1

Género masculino 73 23,7
0,0516

feminino 14 31,5

Localizago anatdmica lingua 22 16,1
assoalho 26 13,5 0,0037

palato 17 26,7

labio inferior 13 394

outras’ 9 355

Historia pregressa <3 meses 21 28,7
>3 <6 meses 32 25,5 0,8552

>6<9 meses 17 294

> 9 meses 17 264

Consumo de tabaco sim 71 26,9
0,7873

nao 16 32,7

Consumo de alcool sim 66 229
0,8142

ndo 21 29,7

Trauma crénico presente 15 27,6
0,9977

ausente 72 26,8

Diferenciagdo histologica bem 47 19,7
moderada 31 259 0,2983

pouco 9 22,1

Recidiva sim 47 28
0,4853

ndo 40 30,5

Metéstase sim 37 229
0,7152

ndo 50 29,7

Tratamento cirurgia 17 245
cirurgiae RT 43 30,9 0,7064

cirurgia, RT ¢ QT 18 21,2

RT 1 -

RTeQT 8 225

53 0Sitivo 44 138
P P 0,0023

negativo 43 379

p63 positivo 56 285
) 0,2080

negativo 31 253

* Resultados significativos com P < 0,05. A Teste Log-rank. " Outras localizagdes anatomicas incluem
mucosa retromolar e jugal, gengiva e labio superior. RT= Radioterapia, QT= Quimioterapia.
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6. DISCUSSAO

O CEO ¢ uma doenca de caracteristicas heterogéneas, com padroes distintos de
apresentacao ¢ de comportamento biologico. Por estes motivos, ainda ndo foi esclarecido
porque alguns pacientes com o mesmo estadiamento tumoral e localizagdo anatémica primaria
evoluem melhor do que outros.

Alguns fatores precisam ser considerados ao analisar os resultados deste trabalho. Os
dados pertencem a uma populacao especifica em tratamento no HC/FMRP-USP, que constitui
um centro de referéncia tercidria regional, sendo a maioria dos pacientes proveniente de fora
de Ribeirdo Preto (COSTA, 2005). Além disso, por se tratar de um estudo retrospectivo, o
mesmo fica sujeito a limitagdes relacionadas ao registro, conteido e disponibilidade das
informacdes nos prontuarios médicos. Entretanto, os resultados obtidos acompanham a
tendéncia de outros estudos nacionais, onde Pithan et al. (2004) encontraram 400 casos em 26
anos de estudo e Souza et al. (1996) estudaram 654 casos num periodo de 22 anos. Em um
outro estudo retrospectivo de 11 anos, foram descritos 740 casos (GERVASIO et al., 2001).
No entanto, estes estudos incluem também algumas lesdes em orofaringe, como palato mole e
base de lingua, distorcendo um pouco o perfil dos pacientes com lesdes exclusivas em boca.

A distribuicao dos pacientes conforme a idade foi concordante com outros trabalhos da
literatura, com um pico de incidéncia na 6* década de vida (OLIVER et al., 1996; SOUZA et
al., 1996; COSTA, 2005). Embora alguns estudos indiquem um aumento da prevaléncia do
CEO em adultos jovens (IYPE et al., 2001; LLEWELLYN et al., 2001), a incidéncia
encontrada em nosso trabalho nio foi tdo alta, sendo semelhante ao estudo de Martin-Granizo
et al. (1997).

O fator geografico ¢ influenciado pelo meio ambiente e pela condigdo sdcio-

econdmica, que refletem os habitos e influenciam na prevaléncia da neoplasia nos individuos
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de determinada regido. O género masculino ¢ provavelmente mais acometido no CEO pela
maior exposi¢do aos conhecidos agentes carcinogénicos associados a este tipo de doenca,
confirmando os achados de Costa (2005). Contudo, apesar da estimativa de que a prevaléncia
tenderia a igualdade entre os géneros devido ao aumento do consumo de tabaco entre as
mulheres (CHARABI et al.,, 2000), observa-se que a neoplasia continua afetando
predominantemente pacientes do género masculino. A relacdo de distribuicdo encontrada
entre os géneros foi de 4,6:1 (masculino:feminino), sendo maior do que a observada em
outros estudos nacionais (SOUZA et al., 1996; CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al.,
2001; PITHAN et al., 2004). Quanto a interagdo entre género, idade e prevaléncia da
neoplasia, sdo nitidas as alteragdes antes e apds os 60 anos, de 6:3 para 2,8:1,
respectivamente. Esta interagdo também foi confirmada por outros autores (HOROWITZ et
al., 1996; CARVALHO et al., 2001; PERUSSI et al., 2002), indicando um nitido aumento na
prevaléncia da doenga para o género feminino apds os 60 anos, sugerindo que, além das
diferengas na expectativa de vida, as mulheres expdem-se em menor quantidade ou mais
tardiamente aos fatores de risco da doenga. Portanto, na populagdo estudada, confirmando os
achados de Costa (2005), ainda ¢ o homem quem mais se expde aos fatores de risco, sendo a
mulher mais preservada destas influéncias e com menor prevaléncia de CEO.

A combinag@o do tabagismo com o etilismo ¢ confirmada como o principal fator de
risco para o desenvolvimento do CEO (TALAMINI et al., 1990), e foi relacionada por
Rothman (1980) a um risco 15 vezes maior de se adquirir a doenca. Em estudo anterior
realizado na populagdo brasileira, o uso exclusivo do tabaco nos pacientes estudados foi
superior ao encontrado pelo nosso (31,9% vs 21,7%) (GERVASIO et al., 2001). Da mesma
forma, em nossa casuistica, 56,6% dos pacientes relataram a combinacdo de tabaco e alcool,
dados um pouco inferiores aos encontrados por Gervasio et al. (2001) (63,8%). Apesar destes

dois fatores de risco estarem também associados ao progndstico da doenca (MANSOUR et
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al., 2003), assim como no estudo de Kerdpon e Sriplung (2001), ndo encontramos influéncia
significativa destes habitos na ocorréncia das recidivas e metastases.

Estudos epidemiologicos mostram alta variabilidade entre as regides anatdmicas
acometidas por este tipo de carcinoma. A lingua, o assoalho oral e o ldbio inferior sdo as
localizagdes mais comumente relatadas (OLIVER et al.,, 1996; GERVASIO et al., 2001;
DEDIVITIS et al., 2004). Este estudo mostra concordancia com a literatura (DEDIVITIS et
al., 2004; PITHAN et al., 2004, COSTA, 2005), sendo a lingua a topografia mais freqiiente,
com 28,8% dos casos de CEO.

Alguns trabalhos demonstram o labio inferior como a regido anatdmica mais afetada
por este tipo de carcinoma, sobretudo em paises como Grécia, Nova Zelandia e Australia
(ANTONIADES et al., 1995; COX et al., 1995; SUGERMAN et al., 2002). Segundo
Dedivitis et al. (2004), o carcinoma labial tem um comportamento biologico diferente do
intra-oral, assemelhando-se mais ao carcinoma epidermoide da pele exposta ao sol. No
entanto, apesar de alguns estudos excluirem o CEO em lébio inferior (OLIVER et al., 1996;
DEDIVITIS et al., 2004), esta localizagdo ¢ classificada pela UICC como uma neoplasia oral
(ORD, 1996). Nosso estudo detectou 16,5% dos pacientes com este tipo de carcinoma, maior
do que a quantidade encontrada por outros estudos realizados em nosso pais, que foram de
14,7% (MOREIRA et al., 1997) e 9,7% (PITHAN et al., 2004). Dos pacientes encontrados
com lesdes tumorais labiais, 72,9% confirmaram a exposic¢ao actinica desprotegida. O fato de
ser um pais tropical e uma regido com individuos que exercem atividades rurais expostos a
radiacdo ultravioleta sem prote¢do adequada pode explicar esta prevaléncia, que pode também
estar subestimada, devido ao fato de que boa parte destas neoplasias, sobretudo em fases mais
precoces, pode ser encaminhada a cirurgides plasticos. Embora este tumor seja tipicamente
diagnosticado e tratado no estagio inicial, a negligéncia do paciente em procurar tratamento

pode resultar em prognoésticos desfavoraveis.
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Apesar de ser um tema controverso na literatura, a irritagdo cronica € considerada por
alguns autores como um fator carcinogénico promotor do CEO (SCIUBBA, 2001). Pérez et
al. (2005) demonstraram experimentalmente que ulceras orais traumaticas cronicas podem
atuar na promocado tumoral das regides com alteragdes genéticas tumorais ja iniciadas. Na
cavidade oral, carcindgenos como tabaco e alcool podem desencadear a iniciagdo tumoral
sobre extensas dreas, contribuindo para o fendmeno de cancerizagdo em campo
(SLAUGHTER et al., 1953). Foi observada diferenca significativa nos relatos de trauma entre
as regides anatdmicas analisadas no presente estudo, sendo o palato duro a regido mais
relacionada.

O diagnostico precoce do CEO tem um papel fundamental em seu progndstico, porém,
infelizmente, a taxa de crescimento tumoral costuma ser mais rapida do que a evolugdo de
seus sintomas (WILDT et al., 1995). Apesar de serem escassos os estudos associando o perfil
dos pacientes conforme o tempo de evolu¢do das lesdes, € consenso na literatura que os
pacientes diagnosticados em estdgio tardio da doenca tém maiores indices de mortalidade
(OLIVER et al., 1996). Por outro lado, se a neoplasia for detectada precocemente e o
tratamento for imediato, o paciente tem cerca de 85% de chance de cura (CARVALHO,
2003), desde que controlados os fatores de risco. De acordo com Kowalski e Souza (2001), as
causas mais importantes do atraso no diagnostico sdo a evolugdo inicial oligosintomatica, o
reduzido conhecimento sobre a doencga entre pacientes e profissionais, o medo do paciente em
relacdo ao diagnoéstico e as dificuldades ao acesso médico. O tempo médio que os pacientes
demoram a procurar cuidados profissionais varia de trés a cinco meses para o CEO (WILDT
et al., 1995), menor do que o tempo médio encontrado em nosso estudo, que foi de 13 meses,
influenciado principalmente pela demora no diagnostico das lesdes labiais. Por este motivo,
foi encontrada correlagdo significativa entre este tempo e a topografia da lesdo, sendo as

lesdes labiais diagnosticadas mais tardiamente do que as outras regides. Segundo Antunes e
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Antunes (2004), os labios sdo freqiientemente acometidos por enfermidades como herpes,
ulceras simples, fissuras e granulomas. Tal fato sugere que, possivelmente, a alta freqiiéncia
de lesdes benignas possa levar o paciente a postergar a procura profissional. Por outro lado,
assim como Wildt et al. (1995), ndo encontramos significancia estatistica entre a historia
prévia da doenca conforme os géneros e o tempo de sobrevida do paciente.

A maioria das metastases linfaticas do CEO ¢ encontrada na regido cervical, sendo
considerado por varios autores como o mais significativo fator prognostico da doenca
(OKADA et al., 2003; SHAH et al., 1990). De acordo com isso, os pacientes sem recidivas e
metastases em nosso estudo tiveram uma sobrevida maior do que aqueles que apresentaram
recidivas, metastases ou ambos.

Segundo Jones et al. (1994), o risco de ocorréncia de recidivas ou de um segundo
tumor primario varia entre 4,3-30% e a incidéncia de metastases linfonodais cervicais relatada
na literatura varia de 35,3-60% (NAKAYAMA et al., 1999; WOOLGAR, 1999; OKADA et
al., 2003). A incidéncia de recidivas encontrada em nosso trabalho (30%) diferiu pouco da
literatura. Entretanto, a ocorréncia de metastases linfonodais (28,8%) mostrou-se inferior a
outros estudos, exceto quando comparado aos resultados de Oliver et al. (1996), que
encontraram apenas 18,5% dos casos com metéstases linfonodais cervicais. A principal
discrepancia encontrada foi para os casos de lingua, que tiveram apenas 25,4% de metéstases
linfonodais, sendo a incidéncia relatada na literatura de 37-55% (SHINTANI et al., 1997,
WOOLGAR, 1999). Esta variagdo pode ser decorrente dos critérios de selecdo aplicados em
outros estudos, onde muitos incluem também as lesdes em base de lingua, que sdo detectadas
mais tardiamente pela sua localizacdo de dificil acesso e tendem a disseminar suas metastases
devido ao atraso de seu diagndstico.

Como a maioria dos prontudrios estudados era desprovida de informacdes sobre o

estadiamento tumoral, selecionamos os pacientes em um grupo mais homogéneo para a
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realizagao do estudo da sobrevida. Desta forma, para se evitar a influéncia das diferentes
estratégias terapéuticas e assegurar maior homogeneidade amostral na avaliagdo do
prognodstico dos pacientes estudados, fez-se importante a selecdo dos tumores primarios
desprovidos de lesdes multicéntricas € de comprometimento metastatico linfonodal. Pelo
mesmo motivo, também foram excluidos os tumores classificados como T4. Além disso, foi
necessaria também a realizagdo de uma criteriosa selecao da localizacdo anatomica tumoral
primaria, sendo selecionadas para o presente estudo somente as lesdes orais. Segundo Ha e
Califano (2004), os diversos estudos progndsticos que agrupam tumores orofaringeos no
estudo do prognostico do CEO refletem a dificuldade de separacdo entre os locais onde
ocorrem os tumores, uma vez que entre a cavidade oral e a orofaringe ndo existe limite
preciso para classificacdo anatomica da doenga, além do dificil acesso. Entretanto, estes
tumores podem apresentar um comportamento bioldgico especifico, com diferentes respostas
a radioterapia, assim como outras caracteristicas clinicas e prognosticas que podem diferir do
CEO (HA; CALIFANO, 2004).

A padronizagdo da idade para caracterizacdo da populagdo idosa ndo ¢ consenso na
literatura, no entanto, apesar de varios autores optarem por valores mais amplos, foi utilizado
o critério da OMS que indica a idade de 60 anos como inicio da 3* idade nos paises em
desenvolvimento (SARINI et al., 2001). Ao contrario de Perussi et al. (2002), foi encontrado
um comportamento diferente entre os grupos de idade, demonstrando diferencas significativas
nas curvas de sobrevida, sugerindo que a diminuicdo da sobrevivéncia nos pacientes mais
idosos pode ocorrer devido a maior incidéncia de doencas debilitantes ou comorbidades,
maiores seqiielas pos-tratamento e complicagdes associadas ao processo fisiologico de
envelhecimento.

A andlise do CEO como um grupo pode ocultar importantes diferencas de sobrevida

nos sitios anatdmicos tumorais especificos. A investigacdo do perfil e da sobrevida dos
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pacientes conforme as regides anatomicas especificas orientam campanhas de prevengao
educativas para o diagndstico precoce e tratamento desta doenga, que quase sempre comeca
num local de facil visualizagdo para o proprio paciente. Por este motivo, muitos autores
consideram os tumores em labio inferior com um melhor progndstico quando comparados aos
que acometem lingua e assoalho, também devido a freqiliente presenca de metéstases
linfonodais cervicais nestes Ultimos (BELTRAMI et al., 1992). Em um trabalho com critérios
semelhantes aos nossos, as taxas observadas de SG em cinco anos foram de 90% para os
carcinomas de labio inferior, 60% para os diagnosticados em lingua anterior e 40% para os de
assoalho e palato duro (TRALONGO et al., 1999). Apresentando-se bem inferiores, as taxas
encontradas em nossa casuistica foram de 51% nas neoplasias de labio inferior, 14% em
lingua anterior, 35% nas lesOes de assoalho e 15% nos tumores de palato. Assim como em
outros estudos (FRANCO et al., 1993; WUNSCH-FILHO, 2002), as lesdes linguais tiveram
as piores taxas de sobrevida. Além disso, apresentaram a maior discrepancia com relagdo a
incidéncia de metastases regionais em comparagdo com outros trabalhos (WOOLGAR, 1999;
CARVALHO et al., 2004). No entanto, ndo encontramos em nosso estudo variagdes
significativas na sobrevida conforme a localizagdo anatomica primaria da lesdo.

Considerando todas as localiza¢des anatoOmicas tumorais, a taxa de SG em cinco anos
foi de apenas 24%, proxima a encontrada para os pacientes negros norte-americanos com esta
doenca (27,6%) (MOORE et al., 2001). Apesar dos pacientes com metastases iniciais nao
terem sido incluidos no estudo, um dos fatores que podem estar implicados na reduzida taxa
de SG encontrada pode ser a ocorréncia das micrometastases linfonodais ocultas, que
contribuem de maneira significativa para um pior prognostico do paciente. Segundo Asakage
et al. (1998), existe um subgrupo de pequenos tumores primarios que se comportam de uma
maneira agressiva inesperada. De acordo com Okada et al. (2003), mesmo nas lesdes

primérias T1 e T2 do CEO, podem ocorrer metastases regionais nos linfonodos, e na literatura
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existem diversos estudos evidenciando a ocorréncia de ganglios cervicais patologicamente
positivos em pacientes sem evidéncias clinicas da doenca (LYDIATT et al., 1993; HICKS et
al., 1998). Embora os tumores T3 e T4 apresentem maior probabilidade de ocorréncia de
metastases linfonodais do que os T1 e T2, segundo Lopes et al. (2002), a capacidade do CEO
de metastatizar nem sempre esta relacionada ao estadiamento clinico e, de acordo com
Bergman et al. (1994), as metastases regionais sdo detectadas apenas em cerca de 70% dos
pacientes através do exame clinico de rotina, sugerindo que estas ocorréncias podem estar
subestimadas em nossos registros, podendo ter influenciado nas taxas de sobrevida obtidas.
Como agravante, Ferlito et al. (2002) ressaltam que mesmo os exames mais modernos e
sofisticados de imagem podem ndo detectar a ocorréncia das micrometastases ocultas no
CEO.

Um ponto crucial no conhecimento da biologia tumoral ¢ que as células neoplasicas
evoluem com o acumulo de alteragdes genéticas que propiciam o seu desenvolvimento
(FEARON; VOGELSTEIN, 1990; BRAAKHUIS et al., 2002; BRAAKHUIS et al., 2004). Os
mecanismos celulares de controle de proliferacdo, apoptose e estabilidade gendmica podem
ser alterados pela desregulacdo de genes especificos, induzindo ao processo neoplasico (DAS;
NAGPAL, 2002). Pouco ainda se sabe atualmente sobre as altera¢des especificas nos genes
associados com a progressao do CEO, mas o gene P53 tem sido um dos mais investigados.

Os esforgos prévios para correlacionar a imunoexpressdo da proteina p53 com o
prognostico dos pacientes com CEO tém sido divergentes e inconclusivos. A ambiguidade
dos resultados pode ser atribuida a fatores como amostras pequenas e heterogéneas quanto a
localizagdo anatomica, origem do tecido neoplasico (embebido em parafina ou congelado),
anticorpos utilizados e limiares arbitrarios da porcentagem de células com imunomarcagao

utilizados para a caracterizagao positiva dos tumores (CARLOS DE VICENTE et al., 2004).
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Seguindo outros estudos (SITTEL et al., 1999; GRABENBAUER et al., 2000; CHOI
et al., 2002; ZIGEUNER et al., 2004; CARLOS DE VICENTE et al., 2004), foi escolhido um
limiar de imunomarcagao nuclear de at¢ 10% como limite para a classificacdo dos tumores
negativos para a imunoexpressdao da proteina p53. A propor¢do de 52,8% de tumores p53
positivos encontrados em nosso estudo encontra-se dentro da variagdo obtida por outras
investigacdes prévias de diversos autores, que encontraram entre 34-81% de imunomarcagao
positiva para p5S3 (BRACHMAN et al., 1992; AHOMADEGBE et al., 1995).

Apesar da inconsisténcia dos estudos prévios concernentes ao valor prognostico da
imunoexpressdo da proteina p5S3 no CEO, nossos resultados demonstraram diferengas
significativas para os pacientes caracterizados como negativos na imunoexpressao da proteina
p53, sendo que estes pacientes apresentaram maior tempo de SG e tiveram menor ocorréncia
de metastases. Em um estudo com metodologia semelhante, onde somente foram selecionados
casos de CEO com auséncia de metastases linfonodais cervicais, também foi verificado que a
imunoexpressdo de p53 apresentou-se com um valor prognostico significativo, associada a um
maior periodo de sobrevida nos pacientes com tumores p53 negativos (CARLOS DE
VICENTE et al., 2004).

Em relacdo a ocorréncia de metastases linfonodais cervicais, nossos resultados estdo
em concordancia com os de outros autores, que também encontraram associagao significativa
entre este importante fator prognostico e a imunoexpressao da proteina p53 (OSAKI et al.,
2000; KHADEMI et al., 2002).

Apesar de nenhuma diferenca significativa ter sido encontrada ao analisar as curvas de
SLD em nosso estudo, uma tendéncia de curvas de SLD mais desfavoraveis foi demonstrada

para os tumores p53 positivos por Siegelmann-Danieli et al. (2005).
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Em concordancia com Massion et al. (2003) e Bortoluzzi et al. (2004), nossos
resultados ndo demonstraram correlacdo entre a imunoexpressdo de p63 e p53, sugerindo
funcgdes independentes destas proteinas durante a tumorigénese e progressao do CEO.

Os 106 casos analisados no presente estudo representam uma das maiores casuisticas
de CEO investigadas até o momento para a imunoexpressao da proteina p63. A deteccdo
imunohistoquimica de p63 foi quase sempre evidente nos casos avaliados, e a elevada
imunoexpressdo encontrada (87,8%) estd em concordancia com outros estudos prévios
(HAGIWARA et al., 1999; CHOI et al., 2002; NYLANDER et al., 2002; LO MUZIO et al.,
2005), suportando a idéia do envolvimento de p63 no processo de tumorigénese do CEO. No
entanto, ainda existem poucas publicagdes avaliando o significado prognostico da
imunoexpressao de p63 no CEO.

Ainda ndo existe um consenso para a avaliagdo imunohistoquimica da proteina p63.
Existem algumas investigagdes demonstrando que a imunoexpressao da isoforma TAp63 nao
tem sido detectada pela imunohistoquimica ao se utilizar o anticorpo monoclonal 4A4
comumente empregado (YANG et al., 1998, NYLANDER et al., 2002). Contudo, outros
autores sugerem que tal auséncia de detec¢do pode ser devido aos baixos niveis de
imunoexpressdo de TAp63, sendo que a maioria dos estudos demonstra a utilizagdo do
anticorpo 4A4 para a detec¢do de ambas isoformas (PARSA et al., 1999; CROOK et al.,
2000; PELLEGRINI et al.,, 2001; FOSCHINI et al., 2004; LO MUZIO et al., 2005;
RAMALHO et al., 2006).

Muitos estudos demonstram também alta variabilidade no padrdo de contagem da
imunoexpressdo de p63. A maioria das investigagdes somente avalia de maneira quantitativa
as células com imunomarcagdo para p63, sem nenhuma avaliagdo quanto a intensidade
(WANG et al., 2001; CHOI et al., 2002; WEBER et al., 2002; ZIGEUNER et al., 2004; LO

MUZIO et al., 2005). No presente estudo, foram avaliados os padrdes da quantidade e da
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intensidade de imunoexpressdo da proteina p63. No entanto, nao foram encontradas
diferencas significativas na graduacao histologica tumoral em relagdo a ambos os padrdes de
avaliacdo, confirmando os resultados também encontrados por Reis-Filho et al. (2002) e
Bortoluzzi et al. (2004).

Na avalia¢do da intensidade de imunoexpressao da proteina p63, apesar de nenhuma
associacao significativa ter sido encontrada em relacao a ocorréncia de recidivas e metastases,
um resultado significativo foi encontrado entre curvas mais favoraveis de SG e forte
intensidade de imunoexpressdo. Os pacientes com tumores que expressaram uma forte
intensidade de imunomarcacdo da proteina p63 apresentaram uma SG em cinco anos de
75,4%. Por outro lado, nenhum dos pacientes com tumores que apresentaram intensidade de
imunoexpressao fraca ou ausente de p63 ndo atingiram uma SG em cinco anos. Este fato
sugere que a forte intensidade de imunoexpressdo da proteina p63 pode estar associada a um
comportamento tumoral menos agressivo. O Unico estudo encontrado na literatura que avalia
a relacdo entre o prognostico e a intensidade de imunoexpressdo de p63 foi realizado por
Massion et al. (2003), que relatou melhor sobrevida nos pacientes com carcinoma
epidermoide de pulmao que apresentaram forte intensidade de imunoexpressdo para a proteina
p63.

Na avalia¢do quantitativa da imunoexpressdo da proteina p63, existem varios estudos
que demonstram a associa¢do entre elevados niveis de imunoexpressdo com tumores de
progndsticos mais favoraveis. Em um estudo realizado com pacientes acometidos por
carcinoma epidermoide esofagico, realizado por Takahashi et al. (2006), que estabeleceram o
valor minimo de 50% de positividade de imunoexpressdo para considerar tumores positivos
para p63, a SG em cinco anos foi significativamente maior nos tumores com positividade para
p63 (46,4%) do que nos pacientes com tumores negativos (11,1%, P=0,05). Do mesmo modo,

outros autores encontraram carcinomas de bexiga com baixos niveis de imunoexpressdo de
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p63 associados com prognosticos desfavoraveis (URIST et al., 2002; KOGA et al., 2003).
Nossa avaliacdo quantitativa da imunoexpressao de p63 relacionada ao comportamento
clinico tumoral estd em concordancia com Choi et al. (2002), que também nao encontraram
nenhuma associagdo significativa entre quantidade de imunoexpressao de p63 e prognostico.
Além disso, nenhuma associagdo significativa foi encontrada no presente estudo entre as
ocorréncias de recidivas e metastases com a imunoexpressao quantitativa da proteina p63,
assim como no estudo de Reis-Filho et al. (2002), que analisou carcinomas epidermoides
cutaneos. Por outro lado, Lo Muzio et al. (2005) estudaram 95 casos de CEO e encontraram
tumores com elevados niveis de imunoexpressdao da proteina p63 significativamente
relacionados com um fendtipo mais agressivo e progndstico ruim.

Uma hipotese para os diferentes resultados entre a avaliagdo dos padrdes de
imunoexpressdo da proteina p63 e o prognostico tumoral pode estar relacionada com as
diferentes formas de atuagdo das isoformas de p63 na oncogénese. De acordo com Thurfjell et
al. (2005), mas ao contrario do observado no presente trabalho, a imunoexpressao da proteina
p63 nos tumores epidermoédides de cabega e pescoco pode influenciar a diferenciacdo das
células tumorais. Devido a possibilidade de diferentes isoformas de p63 serem expressas
conforme alteracdes na populacdo de células neoplasicas através do inicio e progressao
tumoral, fungdes distintas de p63 podem aparecer ou serem inativadas. Portanto, a designagao
de P63 como um oncogene ou um gene supressor tumoral pode ser problematica, porque as
isoformas podem exercer fungdes distintas e opostas.

A investigacdo com amostras pareadas demonstrou que a imunoexpressao da proteina
p63, e mais ainda a da p53, foi mais elevada na metastase linfonodal que no TP.
Teoricamente, este resultado ja seria esperado, visto que o gene P53 ¢ um conhecido gene

supressor tumoral e o aumento de sua imunoexpressdo sugere alguma atividade anormal ou
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defeito funcional no genoma celular, que podem progressivamente aumentar durante a
evolugdo tumoral (KROPVELD et al., 1996; NYLANDER et al., 2000).

Ao comparar a andlise imunohistoquimica do TP e sua respectiva metéstase
linfonodal, foi encontrada uma concordancia de 73,3% e 53,3% para a imunoexpressao das
proteinas p53 e p63, respectivamente. As discordancias de imunoexpressdo entre as amostras
pareadas podem ser explicadas pelas possiveis alteracdes clonais ocorridas nas células
tumorais metastaticas.

Apesar de nenhuma diferenca significativa ter sido encontrada em relacdo as
alteragdes nos padrdes de imunoexpressao entre as proteinas p53 e p63 nas amostras pareadas,
o alto indice de concordancia encontrado para a imunoexpressao de p53 esta de acordo com
outros estudos, em que resultado semelhante foi encontrado (BURNS et al., 1994; PELLER et
al., 1995; KROPVELD et al., 1996). Por outro lado, a imunoexpressdao de p63 demonstrou
maior discordancia, levantando a hipotese de que os diferentes resultados podem estar
relacionados as diferentes atuacdes das isoformas de p63 na oncogénese, como também
sugerido por outros autores (FOSCHINI et al., 2004; LO MUZIO et al., 2005). Além disso, a
alta imunoexpressdo de p63 nos TP também sugere um papel relevante no processo de
dissemina¢do metastatica, onde por sua vez a imunoexpressdo de p63 foi ainda maior.
Portanto, estes resultados sobre o aumento da imunoexpressdo de p63 podem indicar uma
possivel participacdo desta proteina e suas respectivas isoformas no processo de progressao e
disseminagao tumoral.

Em uma das poucas investigagdes encontradas na literatura sobre o padrio de
imunoexpressdo da proteina p53 em amostras pareadas associado ao prognostico dos
pacientes, Ahomadegbe et al. (1995) ndo encontraram associagao significativa entre as curvas
de SG em cinco anos. No entanto, os autores analisaram apenas 13 amostras pareadas entre os

65 pacientes com carcinomas de cabega e pescogo. Apesar da inconsisténcia dos estudos
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prévios sobre o valor prognostico da imunoexpressao de p53 no CEO, uma importancia
progndstica foi demonstrada no presente trabalho. Além de selecionar apenas pacientes com
CEO, foram encontradas curvas mais favoraveis de SLD para os tumores p53 negativos.
Assim como Siegelmann-Daneli et al. (2005), uma tendéncia de curvas de SLD mais curtas
também foi observada nos tumores p53 positivos. Estes resultados sugerem que os tumores
iniciais destituidos da imunoexpressao de p53 que assim permanecem durante a evolucao da
doenga, podem progredir através de uma maneira bioldgica menos agressiva em relagao a
disseminagdo linfonodal metastatica. Por outro lado, ndo foram encontradas diferengas
significativas entre as curvas de SG.

O padrio da imunoexpressio da proteina p63 ainda ndo foi extensivamente
investigado no CEO. Além disso, existem poucas publica¢des sobre o significado progndstico
da imunoexpressdo de p63 no CEO, o tnico estudo encontrado na literatura que avaliou a
sobrevida dos pacientes com CEO e a imunoexpressao de p63 nao foi realizado com amostras
pareadas (LO MUZIO et al., 2005). De acordo com Lo Muzio et al. (2005), a auséncia de
correlacdo entre a imunoexpressao da proteina p63 e o prognostico de pacientes com CEO em
estudos prévios pode explicar-se pelo fato do reduzido ntimero de casos examinados nas
investigagdes realizadas. Nossos resultados com amostras pareadas demonstraram melhores
curvas de SLD e SG para os tumores p63 positivos em ambas as amostras, seguidos dos
tumores p63 positivos no TP. Ao contrario de Lo Muzio et al. (2005), mas em concordancia
com outros estudos em outras localizagdes anatomicas (URIST et al., 2002; KOGA et al.,
2003; TAKAHASHI et al., 2006), nossos resultados sugerem um melhor progndstico para os
tumores que mantém a imunoexpressao da proteina p63.

A avaliagdo da imunoexpressdo das proteinas p53 e p63 em amostras pareadas de
CEO demonstrou um padrdo concordante de maneira predominante para a proteina p53. Os

achados do presente trabalho sugerem que os tumores inicialmente sem a imunoexpressao da



124
proteina p53, mas com positividade para p63 mantida durante a progressao e disseminacao da
neoplasia, podem seguir um comportamento bioldgico menos agressivo de evolucdo e
apresentar curvas de sobrevida mais favoraveis.

Nao existe atualmente um marcador imunohistoquimico que possa predizer de maneira
fidedigna a sobrevida ou a resposta terapéutica dos pacientes com CEO. Entretanto, ¢
importante ressaltar que muitos marcadores moleculares demonstram resultados promissores,
direcionando o tratamento desta doenga em um futuro proéximo para protocolos
individualizados baseados em caracteristicas biologicas tumorais e prognosticos especificos
de cada paciente. As técnicas que investigam o perfil tumoral de expressdo génica
combinadas com o sistema de estadiamento TNM e com as caracteristicas clinicas e
histopatologicas do CEO podem servir como orientagdo em testes de potenciais alvos
terapéuticos para o desenvolvimento de novas drogas contra este tipo de cancer.

Com o advento e aprimoramento das técnicas de biologia molecular, numerosos
estudos conduzidos nas ultimas duas décadas em diversos paises tém investigado a presenga
do HPV na mucosa oral normal, em lesdes pré-malignas e/ou no CEO, demonstrando que ¢
no CEO que os subtipos virais de alto risco do HPV sdo predominantemente encontrados
(MILLER; JOHNSTONE, 2001). Além disso, a hipotese da associacdo da infeccdo pelo HPV
com o desenvolvimento do processo carcinogénico oral ¢ reforcada pela identificacdo deste
virus nas células neoplasicas em todos os estagios da progressdo tumoral (pré-invasivo,
invasivo e metéstases linfonodais) e devido a sua integragdo ao genoma hospedeiro em
determinadas neoplasias. No entanto, uma das maiores dificuldades em detectar o HPV no
CEO ¢ a presenca deste virus apenas em uma determinada popula¢do celular, além do
reduzido numero de copias virais detectado nas células infectadas. Por estas razdes, segundo
Elamin et al. (1998), sdo requeridos métodos de detec¢do de alta sensibilidade para sua

investigacao.
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Assim como no estudo de Boy et al. (2006), ndao foi encontrada na presente
investigacao uma significativa associagao entre a presenca do HPV e fatores como localizagao
anatomica tumoral primaria e género. A tendéncia da maior prevaléncia da infec¢ao pelo HPV
no CEO nos pacientes do género masculino tem sido observada em trabalhos prévios (CRUZ
et al., 1996; MILLER; WHITE, 1996), assim como nos pacientes com menos de 60 anos de
idade (CRUZ et al., 1996; ZHANG et al., 2004). Ao contrario do presente trabalho, Miller et
al. (1994) encontraram maior predominio da presenca do DNA do HPV nos pacientes do
género masculino (75%). Por outro lado, assim como em nossos resultados, também nao
relataram haver diferenga significativa conforme a idade nos pacientes com tumores
infectados. Na populacdo mexicana, Ibieta et al. (2005) encontraram 21 (42%) das 50
amostras analisadas com positividade para o HPV, estando o HPV-16 presente em 14
amostras (66,6%) e o subtipo HPV-18 em nenhuma. Os autores também relataram maior
prevaléncia dos tumores com HPV nos pacientes do género masculino, com estagio avangado
da doenca e que apresentavam tumores bem diferenciados, resultados que ndo foram
observados no presente trabalho.

A discrepancia entre os achados da infec¢do pelo HPV em estudos realizados com
amostras obtidas por bidpsia, esfregaco ou solugdes enxaguatorias orais ¢ atribuida por alguns
autores ao fato da ocorréncia de infec¢des latentes pelo HPV, onde este virus pode persistir na
camada basal do epitélio, tornando mais dificil a sua deteccdo por meio de técnicas que
utilizam esfregaco ou solugdes enxaguatorias orais (MAITLAND et al., 1987; MILLER;
WHITE, 1996). Por outro lado, apesar de proporcionarem a investigacdo da camada basal
epitelial, os tecidos biopsiados sdo de tamanho limitado, podendo originar resultados falso-
negativos devido a natureza focal da infecgdo pelo HPV, problema que ndo ocorre com as

outras duas técnicas, pois permitem uma amostragem generalizada das células mucosas



126
exfoliadas da superficie da cavidade oral e demonstram resultados positivos durante a
infecc¢ao produtiva do HPV (McKAIG et al., 1998).

Ao comparar diferentes estudos conduzidos em diversos paises, Hsing et al. (1996)
enfatizaram a importancia de reconhecer que nem todas as investigagdes que utilizam a PCR
para detec¢do do HPV possuem o mesmo protocolo, sofrendo influéncia de variabilidades
como os primers selecionados, condi¢cdes de amplificagdo e diferentes métodos de
identificacao do subtipo viral. De acordo com Terai e Takagi (2001), para a interpretacdao dos
estudos de deteccao do DNA do HPV nas amostras orais, deve-se levar em conta nao so
método laboratorial utilizado, como também a diversidade da populagdo investigada, além do
tamanho e a qualidade das amostras estudadas.

Embora seja a PCR o método de deteccdo mais sensivel para a investigagdo da
presenca do HPV, esta técnica ¢ sempre passivel de contaminagdes ambientais ou aquelas
causadas por reduzidas quantidades de outros fragmentos ja amplificados de DNA. Com isso,
muitos estudos que utilizaram a PCR podem ter apresentado resultados falso-positivos e
conduzido a interpretagdes como infecgdes por multiplos subtipos virais (SYRJANEN, 1990).
Entretanto, ao utilizarem cuidadosos e padronizados métodos de aquisicdo das amostras e de
processamento, Hsing et al. (1996) alcangaram alta concordancia interlaboratorial ao
compararem dois estudos investigativos da presenca do HPV em tumores de colo de ttero.
Como ja advertido por Boy et al. (2006) e padronizado para a metodologia do presente
trabalho, a utilizagdo de laminas descartaveis no micrétomo entre os cortes dos diferentes
blocos com as amostras tumorais ¢ uma das medidas mais importantes para a exclusdo de uma
das possiveis fontes de contaminacdo, assim como a utilizacdo de salas individuais para
manipulacdo do DNA gendmico viral amplificado.

A sele¢@o adequada dos primers pode influenciar na deteccdo do HPV no CEO. Miller

e White (1996) relataram que a utilizagdo dos primers direcionados a um dos genes E foram
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duas a trés vezes mais eficientes do que os primers que identificam a regido L. Segundo os
autores, esta diferenga pode estar relacionada com a integracdo do DNA do HPV ao genoma
da célula hospedeira, quando os genes virais L1 e L2 podem sofrer ruptura. Por outro lado,
Matzow et al. (1998) encontraram reduzida presenca do HPV em carcinomas orais e laringeos
(2,6% e 19%, respectivamente), mesmo apds a utilizacdo de iniciadores direcionados as
regides L1 (GP5+/GP6+) ou E1 (CPI/CPIIG) do genoma viral, e, conforme observou zur
Hausen (2002), sao as regioes E2, E4, ES e L2 as mais comumente deletadas no genoma viral
durante sua integracdo ao DNA da célula hospedeira. A selecdo e padronizacao de primers
adequados para comparagao dos estudos sobre a possivel influéncia do HPV no CEO ainda ¢
uma questdo que necessita de maior investigagdo. No presente trabalho, a utilizagdo dos
primers universais direcionados para a amplificagdo da regido L1 do genoma viral
proporcionou a possibilidade de detec¢do de uma ampla variedade de subtipos do HPV.
Entretanto, uma das limitagdes do presente estudo foi a impossibilidade de determinar a
presenca do HPV nas células tumorais ou nas células epiteliais da mucosa oral normal
adjacente, assim como o estado de integracao viral ao genoma hospedeiro.

Steinberg e Dilorenzo (1996) postularam que as células infectadas pelo HPV podem
ser mais susceptiveis aos efeitos de outros agentes carcinogénicos, entre eles, o tabaco e o
alcool. Embora outros estudos prévios confirmarem a maior ocorréncia dos tumores
epidermodides de cabeca e pescogo com positividade para o HPV nos pacientes ndo fumantes
(FOURET et al., 1997, HERRERO et al., 2003), a hipdtese de que a infeccao viral pode atuar
sinergisticamente com a exposi¢cdo ao tabaco e ao alcool ndo pode ser excluida. Foi
demonstrado que a exposicdo das linhagens celulares de queratindcitos humanos
imortalizados pela infeccdo com os subtipos HPV-16 ou 18 aos agentes carcinogénicos do

tabaco resultou num aumento substancial das alteracdes genéticas, conduzindo a uma
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transformagdo celular ndo observada em queratindcitos com auséncia da infeccao pelo HPV
que foram expostos aos mesmos carcinogenos (PARK et al., 1995; SHIN et al., 1996).

A historia de exposicdo ao tabaco avaliada nos pacientes do presente trabalho foi
limitada apenas a categorizacao qualitativa, devido a dependéncia das informagdes
disponiveis nos prontuarios médicos. A importincia da influéncia do consumo de tabaco na
etiologia do CEO, com conseqiientes mutagdes na proteina p53, pode conduzir a maiores
dificuldades para uma clara identificagdo da real contribuicdo do HPV no processo da
carcinogénese oral. Além disso, a pesquisa do HPV tem sido limitada pelas dificuldades
inerentes ao cultivo in vitro do virus (McKAIG et al., 1998) e porque ainda ndo estdo
disponiveis modelos animais para uma investigagao direta da relagao entre o HPV e o CEO.
Por estes motivos, ainda ¢ imprescindivel a realizacdo de pesquisas epidemioldgicas e
moleculares para avaliacdes adicionais dos efeitos independentes ou em conjunto entre o
consumo de tabaco, a infec¢ao pelo HPV e as alteragdes na expressao de genes cruciais para o
controle tumoral.

A presenca simultanea dos conhecidos agentes quimicos carcinogénicos orais e da
infeccdo pelo HPV na mucosa oral pode favorecer a transformag¢do maligna. Entretanto,
segundo demonstrado por diversos autores, assim como também pelos resultados observados
no presente trabalho, a participacdo do HPV na carcinogénese oral ¢ reduzida em relagdo ao
consumo de tabaco e alcool, porque sua prevaléncia ¢ bem menor do que os casos de CEO
encontrados em pacientes tabagistas e etilistas (MILLER; JOHNSTONE, 2001; SYRJANEN,
2003).

Em alguns trabalhos da literatura, os carcinomas epidermoides de orofaringe com
positividade para o HPV podem compreender uma doenca com fatores clinicopatologicos,
moleculares e prognosticos distintos, ndo devendo ser incluidos nos estudos das neoplasias

orais. Conforme descricdo de Gillison (2004), os tumores HPV positivos em orofaringe
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possuem caracteristicas basaldides predominantes, poucas mutagdes do gene P53, menor
associacao com pacientes que consomem tabaco e alcool, além de um melhor prognostico. A
predilecdo do HPV por determinadas areas anatomicas especificas ndo queratinizadas da
orofaringe foi confirmada por estudos em que o DNA do HPV-16 foi detectado em diferentes
propor¢des em regides como lingua (6%), tonsilas (51%), anel de Waldeyer (60%) e faringe
(13%), resultando na identificacdo de um subgrupo distinto de carcinomas de cabeca e
pescoco, particularmente os carcinomas tonsilares, que demonstraram uma forte e consistente
associacdo com os HPVs de alto risco, além de apresentarem também caracteristicas
moleculares indicativas da funcdo oncogénica viral (WILCZYNSKI et al., 1998; GILLISON,
2004).

Devido ao fato da infeccdo pelo HPV apresentar-se de maneira focal, e dos tumores
infectados por este virus estarem menos associados com a exposi¢do ao tabaco, o conceito de
cancerizacdo em campo (SLAUGHTER, 1953; CALIFANO et al., 1996) pode ser menos
aplicavel nestes casos, € os pacientes com estas neoplasias seriam menos susceptiveis ao
desenvolvimento de tumores sincronos ou metasincronos em outras localizagdes anatdmicas
como orofaringe, esdfago, demais areas da cabega e do pescogo e pulmdes, que poderiam
afetar negativamente a sua sobrevida.

Assim como demonstrado na historia da investigacdo do cancer de colo uterino, o
progresso na compreensdo do significado da infeccdo pelo HPV no CEO somente pode ser
alcancado através de empenhos multidisciplinares. A literatura cientifica atual ainda ¢
limitada e controversa para permitir uma constata¢do definitiva sobre o significado clinico e
prognodstico da infeccdo pelo HPV no CEO. As estimativas da prevaléncia das infec¢des
latentes, subclinicas e produtivas causadas pelo HPV na mucosa oral normal e no CEO ainda
nao foram claramente determinadas. Pesquisas adicionais sobre o estado fisico viral dentro da

célula hospedeira e os niveis de expressao das suas oncoproteinas em amostras de mucosa
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oral normal, lesdes pré-neoplésicas e CEO poderdo agregar maiores conhecimentos sobre uma
possivel transformacdo neoplasica causada pelo HPV na mucosa oral normal. Além disso,
muitos estudos t€m sido limitados por fatores como reduzido numero de pacientes, diferentes
regides tumorais anatomicas e metodologia laboratorial utilizada. Por esse motivo, os futuros
estudos adicionais que avaliarem a presenga do HPV no CEO necessitam, além do maior
numero amostral, de referéncias especificas sobre a exata localizagdo anatomica tumoral,
assim como a ado¢do de métodos rigorosos para prevencao de possiveis contaminacdes nas
amostras investigadas pela PCR. A pesquisa epidemioldgica também ¢ imprescindivel para
auxiliar na compreensdo da associacdo entre o HPV e os fatores etioldogicos demograficos,
assim como das possiveis rotas de transmissdo viral. Finalmente, muitas investigacdes ainda
serdo necessarias para a obten¢do de evidéncias definitivas sobre o verdadeiro significado
prognostico do HPV no CEO. Por meio destas medidas, uma perspectiva diferente sobre a
atual relacdo do HPV com a mucosa da cavidade oral podera ser obtida e esclarecida.

A sensibilidade individual aos diversos agentes carcinogénicos que entram em contato
com a mucosa oral, assim como a variabilidade genética nos mecanismos que interagem com
estes agentes em cada paciente ¢ que determinam a heterogeneidade do CEO, além de

também estarem associados ao desenvolvimento e progndstico tumoral.
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7. CONCLUSOES

. O carcinoma epidermdide oral foi diagnosticado predominantemente em pacientes do
género masculino tabagistas e etilistas, durante a 6* década de vida, tendo como localizagdes
anatomicas primarias a lingua e o assoalho oral. Foi encontrada uma alta propor¢do de
tumores em labio inferior, que demonstraram maior tempo de evolucdo até o diagnodstico e a

exposi¢ao actinica desprotegida como o principal fator de risco.

o As piores curvas de sobrevida foram encontradas em pacientes maiores de 60 anos

acometidos pelo CEO, assim como também nos pacientes com tumores primarios em lingua.

. Os tumores que apresentaram metastases linfonodais cervicais demonstraram-se

significativamente associados com a imunoexpressao da proteina p53.

o A imunoexpressdo da proteina p53 e a baixa intensidade da imunoexpressdo da

proteina p63 apresentaram associagdo com os tumores de pior prognostico.

. No estudo imunohistoquimico com amostras pareadas, os resultados sugerem que, os
pacientes com tumores inicialmente p53 negativos e p63 positivos, que mantém este padrao
de imunoexpressdo na metdstase linfonodal, podem seguir um curso bioldgico menos

agressivo, apresentando melhores taxas de sobrevida.

o Na avaliacdo da presenga do HPV nos pacientes com CEO, os poucos casos detectados

sugerem que o HPV ndo possui a mesma influéncia etiolodgica que o consumo de tabaco nos
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pacientes estudados. Entretanto, foi constatado que uma relativa contribuicdo do HPV a

carcinogénese oral pode ocorrer em um subgrupo de pacientes nao expostos ao tabaco.

. Os resultados da andlise multivariada (regressdao de Cox) confirmaram a idade, a
localizagdo anatomica tumoral e a imunoexpressdo da proteina p53 como varidveis

independentes para predi¢ao da sobrevida dos pacientes com carcinoma epidermdide oral.
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ANEXO A.

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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ANEXO B.

PROTOCOLO DE IMUNOHISTOQUIMICA

Desenvolvido pelo Laboratorio de Proliferacio Celular do Departamento de

Patologia da FMRP/USP

1. Cortes de parafina com 4um em laminas silanizadas a 8%.

Nota: Se cortar o bloco de parafina pela manha, colocar em estufa a 60°C até as 20 horas. Se cortar o
tecido a tarde, os cortes deverdo permanecer na estufa até o dia seguinte. No decorrer da noite, a temperatura da

estufa nao deve ultrapassar os 60°C, caso contrario os cortes podem ficar ressecados.
2. Desparafinizar em xilol I, IT e III por 5 minutos cada (ou xilol I e II por 10 minutos

cada).

3. Passar em dalcoois decrescentes (3 minutos em alcool absoluto I, 3 minutos em alcool

absoluto II, 1 minuto em alcool a 95% e 1 minuto em alcool a 70%).

4. Lavar em agua corrente.

5. Colocar as laminas em suporte com tampao citrato pH 6,0 (volume de 200ml para 20
laminas).

6. Recuperag¢do antigénica em panela de vapor: Mergulhar as laminas em recipiente
pléstico com 400ml de tampao citrato pH 6,0 por 40 minutos.

Nota: Se o tampao citrato estiver previamente armazenado na geladeira, deve-se aquecé-lo no forno de

microondas por 8 minutos (poténcia maxima) antes da recuperacao.

7. Deixar esfriar por 30 a 40 minutos.
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8. Separar os anticorpos, resfriados a 4°C.
Nota: Os anticorpos sdo armazenados em geladeira a 4°C.

9. Secar as laminas ao redor dos cortes, formando “janelas”.
10. Lavar em tampao PBS (0,1M pH 7,4) por 3 vezes, aspirando a cada lavagem.
11. Pingar H,O; a 3% (Perdéxido de Hidrogénio). Deixar por 20 minutos.

12. Pingar uma gota de soro normal em cada fragmento (fornecido pelo Kit Universal

Novocastra™). Deixar por 20 minutos.
13. Nao lavar. Aspirar o soro normal.

14. Incubar as laminas com o anticorpo primario correspondente a cada corte, nas

seguintes diluigdes:
p53 —1:100
p63 —1:100
Homogeneizar através de movimentos pendulares com a mao. Colocar dgua para

formar uma camada Gmida. Tampar e cobrir com compressa, protegendo os fragmentos da

luz. Incubar por duas horas.

Nota: Os anticorpos sdo previamente diluidos em BSA e conservados em geladeira a 4°C.

15. Lavar em tampao PBS (0,1M pH 7,4) por duas vezes, aspirando a cada lavagem.

Lavar uma vez com TBS. Aspirar.

16. Incubar no anticorpo secundario universal por 15 minutos (fornecido pelo Kit

. ® .
Universal Novocastra™). Homogeneizar.

17. Lavar em PBS por 2 vezes, aspirando a cada lavagem. Lavar uma vez com TBS.
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18. Incubar em Estreptavidina, uma gota por corte, por 10 minutos (fornecido pelo Kit

Universal Novocastra™). Homogeneizar.
19. Lavar em PBS por trés vezes, aspirando a cada lavagem.
20. Deixar as laminas em PBS 0,1M pH 7.4.

21. Preparar o DAB: Misturar 0,16ml ou 160ul da solucao B na solucao A (Ver Anexo

C). No momento do uso, nao filtrar.

22. Aspirar as laminas e colocar o DAB. Marcar 5 minutos. Observar os cortes. Se corar

com menos de 5 minutos, lavar com PBS para inibir a continuagdo da reagao.
23. Lavar em agua corrente.
24. Contracorar com hematoxilina de Harris sem acido por 30 segundos.
25. Lavar em agua corrente.

26. Azular com agua amoniacal. Lavar. Desidratar em alcoois. Diafanizar. Montar em

Permaunt” (Fischer Scientific Company, Fair Lawn, NJ, USA).
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ANEXO C.

REAGENTES E SOLUCOES DE IMUNOHISTOQUIMICA

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 0,IM pH 7,4 e NaCl 0,15M

NaCl 16,34¢g
Fosfato de So6dio Monobasico 0,72¢g
Fosfato de Sodio Dibasico 2,1g
H,0 Destilada 2000ml

Acertar o pH com Hidroxido de Sodio

SOLUCAO ALBUMINA BOVINA (BSA)

Albumina bovina utilizada para diluicao de anticorpos primarios

SOLUCAO DE BSA
BSA H,0 Destilada
5¢g 100,00ml

Conservar em geladeira a 4°C

SOLUCAO DE USO:

Solucado de BSA 1,25ml
Solugao de NaNj 2,5ml
PBS 0,1M pH 7,4 59ml

Conservar em geladeira a 4°C.



SOLUCAO MAE DE ACIDO CITRICO
Acido Citrico 2,1g

H,0 Destilada 1000ml

TBS (Tris-Buffered-Saline Solution)

H,O destilada 1L
Cloreto de Sodio 8g
Tris 0,605¢g
HCL 4,4ml

TAMPAO CITRATO DE SODIO pH 6,0
Solucdo Mie de Acido Citrico 90,00ml
H,0 Destilada 810ml

Acertar o pH para 6,0 com NaOH.

Solucdo de H»0, a 3% (PEROXIDO DE HIDROGENIO)

H,0, (30 vol.) 10ml
PBS 0,1M pH 7,4 90ml

Conservar em geladeira a 4°C.

3,3 — Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
SOLUCAO A
DAB 5,00mg=0.005g

PBS 0,1M pH 7,4 Sml
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SOLUCAO B
PBS 0,1M pH 7,4 H,0, (30 vol.)
187ul 20ul

No momento de uso, misturar 160ul da solugdo B na solugao A, nao filtrar.

AGUA AMONIACAL
Hidréxido de amodnio PA 4 gotas

Agua Corrente 400ml
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ANEXO D.

PROTOCOLO PARA EXTRACAO E PURIFICACAO DO DNA GENOMICO DE
AMOSTRAS TECIDUAIS PARAFINIZADAS COM O KIT MAGNESIL TISSUE

SYSTEM® - PROMEGA

« Componentes do Kit Magnesil Tissue System® — Promega:

1. Médulo de processamento tecidual:

— Tampao de incubacao (Incubation buffer — 35ml)

— Proteinase K (dois microtubos com 10mg cada)

—DTT IM (microtubo com 1,125ml)

2. Modulo de purificacao:

— Resina (0,9ml)

— Tampao Lise (Lysis buffer — 40ml)

— Tampao de lavagem (Wash buffer 2X — 30ml)

— Tampao de eluigdo (Elution buffer — 15ml)

Condi¢des de armazenamento: Armazenar a Proteinase K e o DTT entre -15 ¢ -25°C.
Armazenar o tampao de incubagdo entre -25°C e 30°C. Todos os outros reagentes podem ser

armazenados em temperatura ambiente.

» Componentes necessarios a serem providenciados pelo pesquisador:
— Etanol 95-100% (15ml)

— Alcool isopropilico (15ml)
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— Banho-maria a 56°C
— Estufa a 65°C
— Vortex
— Microtubos de 1,5ml
— Micropipetas e ponteiras
— Plataforma magnética (MagneSphere® Technology Magnetic Separation Stand — Promega)

para dois ou doze microtubos

PROTOCOLO

1- Preparagdo das solugdes de Proteinase K, DTT, Tampao de incubagdo (Incubation buffer) e

Tampao de lavagem 1X (1X Wash buffer).

A. Adicionar 550ul do Tampao de incubacdo em cada microtubo contendo 10mg de
Proteinase K liofilizada e agitar cuidadosamente para dissolver. A concentra¢do final da
Proteinase K serd de 18mg/ml.

B. Dispensar a solugdo de Proteinase K em aliquotas de 100ul, esta solucdo deve ser
congelada entre -15 e -25°C e pode ser descongelada até cinco vezes sem perda significativa
de sua atividade. Devem ser utilizados dez microlitros desta solug¢do por amostra.

C. Dispensar a solucdo de DTT 1M em pequenas aliquotas de 100ul e congelar entre -15 e -
25°C.

D. Preparar uma solugdo para extracdo do DNA genomico de dez amostras, misturando 800ul
de Tampao de incubagdo, 100ul de Proteinase K (18mg/ml) e 100ul de 1M DTT, para um
volume final de 1ml. Agitar por trés vezes cuidadosamente no vortex. Para cada amostra de

DNA gendmico a ser extraido, utilizar 100ul desta solugao.
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Nota importante: Esta solugdo deve ser preparada somente no momento da extragdo do DNA
genomico.
E. Para a preparagdao do Tampao de lavagem (Wash buffer 1X), deve-se adicionar 15ml de
etanol (95-100%) e 15ml de alcool isopropilico ao frasco Wash buffer 2X. Apo6s a mistura,
fechar a tampa e agitar cuidadosamente por varias vezes. Marcar a tampa do tampao de
lavagem como 1X, para recordar a adigdo dos alcoois. Armazenar a solu¢do em temperatura

ambiente. Fechar firmemente o frasco para prevenir a evaporagao.

2- Procedimentos seqlienciais para extragdao e purificacdo do DNA gendomico das amostras

teciduais parafinizadas com o Kit Magnesil Tissue System®™ — Promega.

A. Colocar a amostra tecidual parafinizada em um microtubo de 1,5ml. Adicionar 100ul da
solucdo para extragdo do DNA gendmico (Tampao de incubagdo, Proteinase K 18mg/ml e
DTT 1M) elaborada no momento. Incubar em banho-maria a 56°C por aproximadamente 12
horas (overnight).

B. Agitar o frasco da resina por dez segundos no vortex, ou até homogeneizar a solugdo com a
resina, obtendo uma consisténcia pastosa. Para uniformizar os resultados, deve-se manter a
resina homogeneizada toda vez em que for utilizada.

C. Remover o microtubo do banho-maria, adicionando 250 pl de tampao lise e 7pl da resina.
Agitar o microtubo no voértex por dois segundos. Colocar na plataforma magnética, a resina
ird para o lado do microtubo instantaneamente. Deve-se descartar cuidadosamente a solugao
sobrenadante, sem encostar na resina aderida ao lado do microtubo.

D. Adicionar mais 100ul do tampao lise ao microtubo, removendo o mesmo da plataforma

magnética e agitando-o no vortex por dois segundos.
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E. Retornar o microtubo na plataforma magnética, descartando cuidadosamente todo o tampao
lise.
F. Adicionar 100ul do Tampao de lavagem. Remover o microtubo da plataforma magnética e
agitar no vortex por dois segundos.
G. Retornar o microtubo na plataforma magnética, descartando cuidadosamente todo o
tampao de lavagem.
H. Repetir os passos F e G mais duas vezes, para um total de trés lavagens com o tampao
preparado. Apos a ultima lavagem, verificar se toda a solucdo foi eficazmente removida do
microtubo.
I. Secar a resina dentro do microtubo com a tampa aberta na plataforma magnética durante
cinco minutos. Nao exceder o tempo de 20 minutos, pois isto pode inibir a separacao da resina
e do DNA.
J. Adicionar 25ul do Tampao de eluigdo (Elution buffer) ao microtubo com a resina.
K. Fechar a tampa, agitar no vortex durante dois segundos e colocar em estufa a 65°C durante
cinco minutos.
L. Remover o microtubo da estufa e agitar no vortex durante dois segundos. Apds isto, o
microtubo deve ser imediatamente colocado na plataforma magnética.
M. Transferir cuidadosamente a solu¢do com o DNA para um recipiente de escolha
(microtubos de 1,5ml). Os fabricantes recomendam recipientes de polipropileno para reduzir a
quantidade de DNA aderida nas paredes.
Nota: A solugdo com o DNA extraido pode ser armazenada em curto prazo estando a 4°C ou

em longo prazo permanecendo a -20°C ou -70°C.
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ANEXO E

REAGENTES E SOLUCOES PARA PCR

- Marcador de DNA de 50pb (Promega Corporation, Madison, WI, USA): consiste de 16
fragmentos de DNA que variam de 50pb a 800pb em graduacdes de exatamente 50pb, em
uma solucdo de 10mM Tris-HCI pH 8,0 ¢ ImM EDTA, com uma concentracdo final de
340ug/ml. Para os experimentos, foram utilizados Syl desta solugdo marcadora de DNA, que
foi diluida em 150 pl de Orange 6X loading dye (15% Ficoll 400, azul de bromofenol 0,03%,
xileno cianol 0,03%, 0,4% de corante orange G, 10mM Tris-HCI pH 7,5 ¢ 50mM de EDTA),
solucdo fornecida pelo fabricante que vem juntamente com o marcador.

- Solucdo estoque de acrilamida (30%): 29 gramas de acrilamida e 1 grama de bis-acrilamida
diluidas em um volume final de 100ml de agua. Dissolver a acrilamida e a bis-acrilamida em
agua e filtrar, para evitar residuos.

- Glicerol: [C3H5(OH) 5].

- Tampao TBE 10X: 108 gramas de Tris/HC1 0,9M pH 8,0; 40ml EDTA 0,08M; 53 gramas de
acido borico 0,89M. Dissolver o 4cido borico em 500ml de dgua, colocar o EDTA e Tris.

- Persulfato de Potéssio: Solucdo saturada em agua (650mg/ 6,5ml de dgua deionizada q.s.p.).
- TEMED (tetrametiletilenodiamina).

- Tampao de amostra (loading buffer): TBE 1X; xileno cianol 0,25%; azul de bromofenol
0,25%; EDTA 0,1M pH 8,0; ficoll 15%.

- Composicao utilizada para o gel de acrilamida 8%, para um volume final de 20ml: 5,3ml da
solucdo estoque de acrilamida (30%), 1,4ml de glicerol, 11ml de 4gua deionizada q.s.p., 2ml

de tampao TBE 10X, 15ul de TEMED e 600ul de solugdo saturada de persulfato de potéssio.
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Revelacao, fixacio e coloracio do gel de poliacrilamida
- Solugdo fixadora: 50ml de alcool etilico, 300ml de agua deionizada q.s.p.
- Nitrato de prata: Solugdo a 0,1% em agua destilada.
- Formaldeido 37%.
- Revelador: 4,5 gramas de NaOH, 200ml de agua deionizada q.s.p. Adicionar Iml de

formaldeido 37% para cada 100ml de solucao na hora do uso.
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