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RESUMO

A proteina catidnica eosinofilica (ECP) presente nos granulos especificos dos
eosinodfilos apresenta atividade citotdxica, particularmente para células tumorais, entretanto a
funcdo exata dos eosindfilos e de seus produtos nas neoplasias malignas continua obscura. O
objetivo desse trabalho foi investigar a prevaléncia do polimorfismo 434(G>C) do gene ECP
em pacientes com carcinoma espinocelular (CEC) de boca e sua correlacdo com a eosinofilia
tecidual associada aos tumores (TATE), bem como com as caracteristicas demograficas,
clinicas e microscopicas. O gen6tipo 434 do gene ECP em 165 pacientes saudaveis e em 157
pacientes com CEC de boca, tratados no Hospital do Cancer A.C. Camargo entre 1984 a
2002, foi detectado pela clivagem da seqiiéncia especifica de DNA amplificada com a enzima
de restrigao Pstl e analise dos produtos de clivagem pela eletroforese em gel de agarose. A
TATE foi determinada por analise morfométrica. A associagdo entre os genotipos, a
intensidade da TATE e as variaveis demograficas, clinicas e microscopicas foi avaliada pelo
teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher. As andlises das sobrevidas global, livre de doenga
e especifica por cancer foram feitas pelo estimador limite de Kaplan-Meier e a comparagao
das curvas de sobrevida foi realizada utilizando-se o teste log-rank. Notou-se uma
predominancia dos individuos heterozigotos para o polimorfismo 434(G>C) do gene ECP.
Nenhuma diferenca estatistica significativa foi obtida entre os diferentes gendtipos, a
intensidade da TATE e as variaveis demograficas, clinicas ¢ microscopicas. Uma maior
freqiiéncia de esvaziamento cervical bilateral, recidiva local, embolizagdo vascular,
comprometimento das margens cirirgicas e realizagdo de radioterapia pds-operatoria foi
observada nos pacientes com CEC de boca, TATE intensa e gen6tipos 434GC/CC. Nao houve
correlacdo estatistica significativa entre os diferentes genétipos 434 do gene ECP e as
sobrevidas global, livre de doenga e especifica por cancer. Baseados em nossos resultados,
concluimos que houve uma tendéncia de os pacientes com CEC de boca, intensa eosinofilia
tecidual e gendtipos 434GC/CC do gene ECP apresentarem uma evolucdo clinica
desfavoravel, quando comparados aos individuos com genétipo 434GG, provavelmente pela

presenca de uma variante genética dessa proteina com propriedades citotdxicas alteradas.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular. Eosindfilos. Polimorfismo genético. ECP.

Prognostico.







ABSTRACT

Association of eosinophil cationic protein gene polymorphism with tumor-associated

tissue eosinophilia in oral squamous cell carcinomas

Eosinophil cationic protein (ECP), found in secretory granules of human eosinophils,
presents cytotoxic activity, particularly against cancer cells. The specific functional role of
eosinophils in solid malignant tumors remains unclear. The aim of this study was to
investigate the prevalence of the ECP-gene polymorphism 434(G>C) in oral squamous cell
carcinoma (OSCC) patients and its association with tumor-associated tissue eosinophilia
(TATE), as well as demographic, clinical and microscopic variables. The 434 genotypes in
the ECP-gene of 165 healthy individuals and 157 OSCC patients, submitted to surgical
treatment at the Hospital A.C. Camargo from 1984 to 2002, were detected by cleavage of the
amplified DNA sequence with restriction enzyme Pstl and analyses of the cleaved product by
agarose gel electrophoresis. TATE, in OSCC, was obtained by morphometric analysis. Chi-
square test or Fisher’s exact test was used to analyze the association among ECP-gene
polymorphism 434(G>C), TATE, demographic, clinical and microscopic variables. Disease-
free survival and overall survival were calculated by the Kaplan-Meier product-limit actuarial
method and the comparison of the survival curves were performed using log rank test. Most
of healthy individuals and OSCC patients showed the genotype 434GC. There was no
statistical association among 434 genotypes, TATE intensity and demographic, clinical or
microscopic variables of OSCC patients. Higher frequency of bilateral neck dissection, local
recurrence, vascular embolization, involved resection margins and postoperative radiotherapy
was detected in OSCC patients with intense TATE and 434GC/CC genotypes. No statistically
significant differences on survival rates were found among 434 genotypes. In conclusion,
these results suggest a tendency of worse clinical outcome in OSCC patients with intense
TATE and 434GC/CC genotypes, probably due an ECP genetic variant with altered cytotoxic

activity.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Eosinophils. Gene polymorphism. ECP. Prognosis.
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1 INTRODUCAO

A proteina cationica eosinofilica (ECP), presente nos granulos especificos dos
eosinofilos, tem despertado especial interesse dos pesquisadores por sua atividade citotoxica,
particularmente para as células tumorais (NAVARRO et al., 2008; TRULSON et al., 2007).
Constitui-se de uma cadeia simples de 133 aminoacidos, com peso molecular de 15 a 22 kDa,
cujo gene localiza-se no cromossomo 14 (q24-q31). Nas regides adjacentes, encontram-se 0s
genes de outras quatro proteinas, as quais constituem a superfamilia das ribonucleases
pirimidina-especificas (NAVARRO et al., 2008; DYER e ROSENBERG, 2006; CARRERAS
et al., 2005; BYSTROM et al., 2002; ZHANG ¢ ROSENBERG, 2000; VENGE et al., 1999;
DOMACHOWSKE et al., 1998; VENGE e BYSTROM, 1998; ROSENBERG e¢ DYER,
1995).

Além de sua atividade citotoxica para virus, bactérias, parasitas e células tumorais, a
ECP apresenta outras propriedades biologicas como imunomodulagdo, regulacdo da atividade
fibrobléstica, indugdo para producdo de muco pelas vias respiratérias e interagdo com o0s
sistemas de coagulacdo e complemento (JONSSON et al., 2006; JONSSON et al., 2002;
BYSTROM et al., 2002; VENGE e BYSTROM, 1998; YOUNG et al., 1986; MCLAREN,
PETERSON e VENGE, 1984).

O principal mecanismo responsavel pelo efeito citotoxico da ECP se baseia na criacao
de poros nas membranas celulares, permitindo a passagem de dgua e pequenas moléculas, o
que resulta em lise osmotica (ERIKSSON et al., 2007a; KOH et al., 2007; CARRERAS et al.,
2005; SUGIHARA et al., 2001; VENGE et al., 1999; VENGE ¢ BYSTROM, 1998; BARKER
et al., 1989; YOUNG et al., 1986).

A presenga de variantes moleculares da ECP reflete a heterogeneidade dessa proteina,
que pode ser atribuida a diferencgas na glicosilagdo da molécula, ja que a mesma possui trés
locais potenciais para tal evento em sua seqiiéncia de aminoacidos, bem como a presenca de
polimorfismos genéticos (TRULSON et al., 2007; ERIKSSON et al., 2007b; KOH et al.,
2007; JONSSON et al., 2002; VENGE et al., 1999).

Um dos polimorfismos previamente identificados no gene ECP foi o 434(G>C),
causado pela substituicdo do aminoécido arginina por treonina, na posi¢ao 97 do peptideo
maduro (TRULSON et al., 2007, ERIKSSON et al., 2007a; ERIKSSON et al., 2007b;
JONSSON et al., 2006; MOLIN, 2004; JONSSON et al., 2002). Em pacientes asmaticos com

sintomas alérgicos, demonstrou-se uma alta prevaléncia do gendtipo 434GG, enquanto os
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individuos 434CC nao desenvolveram sintomas alérgicos, sugerindo intima relagdo entre esse
polimorfismo e alergia (JONSSON et al., 2002). Em pacientes com Linfoma de Hodgkin,
notou-se uma correlagdo entre o gendtipo 434GG e a presenca de esclerose nodular
histologica e altas taxas de sedimentacdo de eritrocitos, ambos indicadores de um progndstico
desfavoravel (MOLIN, 2004).

Estudos recentes tém sugerido que os eosinofilos podem afetar, com mecanismos
diretos e indiretos, as células malignas e que o microambiente neopldsico poderia liberar
sinais adicionais para a degranula¢do dessas células e destrui¢do tumoral (COSTELLO,
O’CALLAGHAN e SEBAHOUN, 2005; GLEICH, 2000). Essa atividade tumoricida
(COSTELLO, O’'CALLAGHAN e SEBAHOUN, 2005; MUNITZ e LEVI-SCHAFFER,
2004; VENGE et al., 1999; VENGE e BYSTROM, 1998; TRULSON, NILSSON E VENGE,
1997) estaria relacionada principalmente a acdo citotoxica de suas proteinas, destacando-se a
ECP, a proteina basica maior (MBP), a peroxidase eosinofilica (EPO) e a neurotoxina
derivada dos eosinofilos (EDN).

Mesmo com todo o conhecimento a respeito dos produtos citotoxicos tumorais
secretados pelos eosinofilos, como a ECP, a funcdo exata dessas células nas neoplasias
malignas sélidas, como nos carcinomas espinocelulares (CECs), continua sendo um enigma
(MINGOMATAJ, 2008; SIMSON et al., 2007; LOTFI, LEE e LOTZE, 2007, CORMIER et
al., 2006; MUNITZ ¢ LEVI-SCHAFFER, 2004; SAMOSZUK, 1997).

Nos tltimos anos, a correlacdo entre a eosinofilia tecidual, a evolucdo e o prognodstico
dos pacientes com CEC de boca tem sido investigada (LORENA et al., 2003a; LORENA et
al., 2003b; DORTA et al., 2002). No estudo de DORTA et al. (2002), os pacientes com CEC
de boca que exibiam eosinofilia tecidual intensa apresentaram maior sobrevida global e livre
de doenca. Além disso, a andlise multivariada demonstrou que a TATE intensa foi indicador
prognostico favoravel independente para esses pacientes.

Se por um lado a infiltragdo de eosindfilos nas neoplasias malignas tem sido associada
a sua atividade antitumoral, outros defendem a hipotese de que essas células participam da
remodelagdo do tecido conjuntivo e angiogénese em resposta a destruicdo causada pela
infiltragdo das células neoplasicas (SAMOSZUK, 1997). A atividade eosinofilica apresenta
forte influéncia sobre as propriedades fibroblasticas (LEVI-SCHAFFER et al., 1999; VENGE
e BYSTROM, 1998; HERNNAS et al., 1992), modulando o processo de reparo tecidual
devido a liberagdo das proteinas basicas contidas em seus granulos, somadas a atuacdo do
fator de crescimento transformador-p (TGF-P), fator de crescimento fibroblastico-2 (FGF-2),

interleucina-4 (IL-4) e IL-3 (MUNITZ e LEVI-SCHAFFER, 2004). Os eosinoéfilos também
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contribuem para a angiogénese gragas a producao e liberacao de diversos fatores angiogénicos
como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento fibroblastico
basico (b-FGF), IL-8, IL-6, TGF-B e fator estimulador de colonias de granulodcitos e
macrofagos (GM-CSF) (GLEICH, 2000).

A despeito da presenca marcante dos eosindfilos no estroma de algumas neoplasias
malignas so6lidas e a comprovagao de sua capacidade citotdxica, pouco se sabe sobre a exata
atividade dessa célula no comportamento bioldgico tumoral. A investigacdo da variabilidade
genética da ECP e sua associagdo com a eosinofilia tecidual nos CECs de boca, como
proposto no presente estudo, podera contribuir para o conhecimento referente a participagdo

do eosinofilo na evolugdo clinica e biologica dessa neoplasia.







2 REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EOSINOFILOS E CANCER

Os eosinofilos (EOS) consistem em um tipo raro de granuldcito envolvidos na
patogénese de processos inflamatorios, lesdo tecidual, imunidade antitumoral e doencas
alérgicas (ERIKSSON et al., 2007a; HOGAN, 2007; ROTHENBERG, 2007; PRUSSIN e
METCALFE, 2006; GLEICH, 2000; LEVI-SCHAFFER et al, 1999; WELLER, 1997). Em
condi¢cdes homeostaticas, concentram-se nas superficies mucosas ¢ em tecidos com alto
“turnover” e capacidade regenerativa (TRIVEDI e LLOYD, 2007; LOTFI, LEE e LOTZE,
2007; ROSENBERG, PHIPPS e FOSTER, 2007; ROTHENBERG e HOGAN, 2006).

Apesar da presenga marcante dos EOS no estroma de alguns tipos de neoplasias
malignas solidas, particularmente as de origem epitelial, a fung@o exata dessas células nesses
tumores continua obscura (MINGOMATAJ, 2008; SIMSON et al., 2007; LOTFI, LEE e
LOTZE, 2007; CORMIER et al., 2006; MUNITZ e LEVI-SCHAFFER, 2004; SAMOSZUK,
1997). Ha autores que defendem a hipdtese de que o eosindfilo exer¢a uma atividade
antitumoral, contudo outros sugerem que tal efeito seja modesto, j4 que tumores agressivos
continuam a progredir, a despeito da presenga desses granulocitos (SAMOSZUK, 1997).

O recrutamento dos EOS para a neoplasia maligna parece ocorrer pela acdo
coordenada entre as respostas imunes inata e adaptativa, especialmente pela agao das citocinas
produzidas pelos linfocitos Th2 e mastdcitos, além da expressdo constitutiva de quimiocinas
especificas para a linhagem celular eosinofilica, como a eotaxina (ELLYARD, SIMSON e
PARISH, 2007; SIMSON et al., 2007, LORENA et al., 2003a; ABBAS e LICHTMAN,
2005). Entretanto, um estudo experimental recente (CORMIER et al., 2006) demonstrou que
o acumulo de EOS parece ser uma resposta inflamatdria inicial e persistente do hospedeiro ao
tumor, restrita a regides especificas da neoplasia e independente da resposta imune Th2,
sugerindo que as areas necroticas do tumor produzem fatores quimiotaticos para essas células.

Outros estudos tém sugerido que os EOS podem interagir com as c€lulas tumorais por
mecanismos diretos e indiretos e 0o microambiente neopldsico provavelmente libera sinais
adicionais para a degranulacdo dessas células e conseqiiente destruicao tumoral (TRULSON
et al.,, 2007; SIMSON et al., 2007; COSTELLO, O’CALLAGHAN e SEBAHOUN, 2005;
GLEICH, 2000). A citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) representa um
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dos mecanismos de lise celular desenvolvidos pelo eosinéfilo. Nesse mecanismo, os EOS se
ligam as células-alvo, as quais estdo revestidas com baixas concentragdes de imunoglobulina
(Ig) G, por meio de seus receptores para a regido constante (Fc) de IgG e a lise celular ocorre
sem fagocitose (MITCHELL et al., 2006; ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Um dos mecanismos diretos de atuacdo dos EOS nas neoplasias malignas esta
relacionado a atividade tumoricida exercida pela acdo das proteinas citotoxicas presentes em
seus granulos especificos, destacando-se a proteina cationica eosinofilica (ECP), a proteina
basica maior (MBP), a peroxidase eosinofilica (EPO) e a neurotoxina derivada dos eosinofilos
(EDN) (TRULSON et al, 2007; LOTFI, LEE e LOTZE, 2007, COSTELLO,
O’CALLAGHAN e SEBAHOUN, 2005; MUNITZ e LEVI-SCHAFFER, 2004; LORENA et
al., 2003a; VENGE et al., 1999; VENGE e¢ BYSTROM, 1998; TRULSON, NILSSON ¢
VENGE, 1997). Em adi¢do0, o eosinofilo produz espécies reativas de oxigénio capazes de
promover estresse oxidativo e subseqiiente morte celular por necrose e apoptose (ERIKSSON
et al., 2007a; ROTHENBERG e HOGAN, 2006, MUNITZ e LEVI-SCHAFFER, 2004;
GLEICH, ADOLPHSON e LEIFERMAN, 1993).

Outra importante constatacdo relativa a presenga de EOS em pacientes com neoplasias
malignas foi a identificacdo de uma maior e significativa contagem sangiiinea dessa célula,
bem como dos niveis séricos de ECP, EDN e EPO antes e durante o tratamento com
interleucina (IL)-2 e interferon-alfa (IFN-a), em pacientes portadores de adenocarcinoma
renal. Sugeriu-se, com base nesses resultados, que a secrecdo dessas proteinas pode ocorrer
via fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e através da intera¢do direta dos EOS com as
células tumorais por meio de mecanismo anticorpo-dependente (TRULSON, NILSSON e
VENGE, 1997).

Se por um lado a infiltracdo de EOS nas neoplasias malignas tem sido associada a sua
atividade tumoricida, outros defendem a hipotese de que essas células participam da
remodelagdo do tecido conjuntivo e angiogénese em resposta a destruicdo tecidual causada
pelo desenvolvimento tumoral (ELLYARD, SIMSON e PARISH, 2007; LEE e LEE, 2006;
SUGIHARA et al., 2001; SAMOSZUK, 1997).

A atividade eosinofilica apresenta forte influéncia sobre as propriedades fibroblasticas
(LEVI-SCHAFFER et al., 1999; VENGE e BYSTROM, 1998; HERNNAS et al., 1992),
modulando o processo de reparo tecidual devido a liberagdo das proteinas bésicas contidas em
seus granulos, somadas a atuagdo do fator de crescimento transformador-beta (TGF-f), fator
de crescimento fibrobléstico-2 (FGF-2), IL-4 e IL-3 (MUNITZ e LEVI-SCHAFFER, 2004).

Os EOS também contribuem para a angiogénese gragas a producao e liberagdo de diversos




57

fatores angiogénicos como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento fibroblastico basico (b-FGF), IL-8, IL-6, TGF-p e fator estimulador de colonias
de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) (MINGOMATAJ, 2008; ELLYARD, SIMSON e
PARISH, 2007; GLEICH, 2000). Somadas as evidéncias anteriores, experimentos in vitro
(SUGIHARA et al.,, 2001) demonstraram que a ECP foi capaz de degradar proteinas
miofibrilares, especialmente a cadeia pesada da miosina e a-actina, além de proteinas do
citoesqueleto associadas a membrana, refor¢ando a hipotese de que os EOS podem contribuir
para a degradagdo de células musculares em lesdo tecidual causada, por exemplo, pela invasdo

tumoral.

2.2 EOSINOFILIA TECIDUAL ASSOCIADA AOS TUMORES (TATE)

A eosinofilia tecidual associada aos tumores (TATE) ¢ definida como a infiltracao de
EOS no estroma tumoral, ndo associada a necrose ¢/ou ulceracao (LEIGHTON et al., 1996).
Apesar da eosinofilia sangliinea associada aos tumores (TABE) ser encontrada em 5% a 33%
dos pacientes com CEC de boca e estar associada a um pior prognoéstico, a TATE parece
ocorrer independentemente da sua presenga e resultar de uma reagao tecidual local (HORIE et
al., 2007; ALRAWTI et al., 2005; LOWE e FLETCHER, 1984; LOWE, JORIZZO ¢ HUTT,
1981).

A primeira descricdo da TATE, em neoplasias malignas de origem epitelial, ocorreu
ha mais de cem anos em carcinomas de cérvix. Entretanto, desde essa €poca a correlacio
clinica da TATE com o prognéstico dos pacientes continua controvertida (HORIE et al.,
2007; LEE e LEE, 2006; ALKHABULI e HIGH, 2006; ERCAN et al., 2005; LORENA et al.,
2003b; WONG et al., 1999).

Essa controvérsia pode ser explicada pela auséncia de uniformidade adotada para a
defini¢ao ¢ mensuracao da TATE (LOTFI, LEE ¢ LOTZE, 2007, ALKHABULI ¢ HIGH,
2006; DORTA et al., 2002; LEIGHTON et al., 1996). De acordo com a definicdo de
LEIGHTON et al. (1996), as areas de necrose e/ou ulceragdo deveriam ser excluidas da
analise microscopica, a fim de evitar uma avaliacdo inadequada das caracteristicas tumorais.
Contudo, muitos trabalhos (HORIUCHI et al.,, 1993; GOLDSMITH et al., 1992;
GOLDSMITH et al., 1987) nao aplicaram esse critério de exclusdo.
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Considerando especificamente as metodologias empregadas para a contagem dos EOS
e definicdo da TATE, dois métodos merecem destaque. No método cléssico, utiliza-se a
média do nimero de EOS em dez campos de grande aumento. No segundo, também
conhecido como da densidade, considera-se a maior densidade de EOS por area para cada
espécime (ALKHABULI e HIGH, 2006; ERCAN et al, 2005). Estudo recente
(ALKHABULI e HIGH, 2006) comparando os resultados obtidos pelos dois métodos, sugere
que o método da densidade seria melhor pelo fato de os EOS aparecem em grupos e pela
maior relagdo com a funcdo dessas células. Adicionalmente, os parametros disponiveis na
literatura para a classificagdo da TATE em discreta, moderada ou intensa, nos tumores da
regido de cabeca e pescogo, apresentam grande variagao e a omissao do nimero de campos ou
da area total analisada impossibilita a comparagao entre os diferentes estudos (ERCAN et al.,
2005; LORENA et al., 2003b; DORTA et al., 2002).

Na tentativa de estabelecer uma avaliagdo microscopica objetiva e reproduzivel,
DORTA et al. (2002), avaliaram a influéncia da TATE no prognoéstico de 125 CECs de boca.
Foram analisados 75 campos microscopicos (area = 1,32mm?) percorridos aleatoriamente,
desde a superficie até a por¢ao tumoral mais profunda, incluindo as células epiteliais malignas
e o estroma. Os pacientes com eosinofilia intensa apresentaram maior sobrevida global e livre
de doenga. Além disso, a analise multivariada demonstrou que a TATE intensa foi indicador
prognostico favoravel independente de idade, sexo, tabagismo, etilismo, localizacdo do tumor,
estadios clinicos T ¢ N, bem como ocorréncia de embolizacdo vascular. Baseados nesses
resultados, os autores sugeriram uma atividade antitumoral dos EOS.

Utilizando parte dos CECs de boca com TATE estudados por DORTA et al. (2002),
LORENA et al. (2003b) compararam o nimero de EOS identificados por hematoxilina-eosina
(H&E) e por imuno-histoquimica em 30 espécimes cirdrgicos. Vinte e cinco imagens
microscopicas (area = 0,396875mm?) obtidas da regido do “front” de invasdo tumoral foram
analisadas ¢ o numero de EOS/mm’ registrado. Diferenca estatistica significativa ndo foi
encontrada entre o nimero de EOS identificados pelos dois métodos, entretanto a média do
namero de EOS/mm? foi maior do que a encontrada por DORTA et al. (2002).

Apesar de avaliarem os mesmos espécimes, a discrepancia referente ao nimero de
EOS/mm” encontrados nos trabalhos de DORTA et al. (2002) ¢ LORENA et al. (2003b),
poderia ser explicada pelo fato de que DORTA et al. (2002) avaliaram uma area maior do
tumor desde a superficie até a porcdo tumoral mais profunda, enquanto LORENA et al.
(2003b) analisaram uma &area menor, obtida apenas da regido do “front” de invasdo. Esses

resultados reforcam a observagao de que a mensuracdo dos EOS em é&reas previamente
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determinadas, como a regido do “front”, onde importantes interagdes carcinoma-estroma
acontecem, pode nao refletir precisamente a ocorréncia da TATE nas neoplasias malignas.

Outros autores (GOLDSMITH et al., 1992; GOLDSMITH et al., 1987) também
encontraram correlacdo estatistica significativa entre a TATE, a evolugao clinica favoravel e a
menor ocorréncia de metastases a distdncia, em CECs da regido de cabega e pescoco. Tais
resultados devem ser avaliados com cautela, j& que o tempo de proservacao dos pacientes foi
de apenas dois anos e os espécimes avaliados pertenciam a diferentes localizagdes anatdmicas
da regido de cabeca e pescoco, as quais apresentam progndsticos varidveis entre si
(LEIGHTON et al., 1996).

Se por um lado a presenga de EOS nas neoplasias malignas tem sido associada a um
prognostico favoravel, outros autores (HORIUCHI et al., 1993) observaram que os pacientes
com CECs de boca com intensa infiltracdo eosinofilica apresentaram progndstico menos
favoravel, independentemente da localizagdo e do estadio clinico. Resultados similares foram
descritos em estudo posterior (ALRAWTI et al., 2005), sugerindo que a contagem elevada do
niumero de EOS em bidpsias e pegas cirtirgicas de CECs de trato aerodigestivo, incluindo a
cavidade bucal, representa um indicador positivo para a invasdo e agressividade tumoral.

Somando-se as evidéncias anteriores, os estudos experimentais também tém
apresentado resultados discrepantes. Alguns autores (WONG et al., 1999) mostraram que a
deplecdo da TATE utilizando anticorpo anti-IL-5, em CECs de boca induzidos por
carcinogénese quimica, resultou em um atraso na visualiza¢do clinica inicial dos tumores,
bem como em redugdo do tamanho das lesdes. Controversamente, em camundongos
geneticamente modificados, caracterizados pela presenca de 25 a 50% de EOS na populagdo
de leucocitos circulantes, notou-se uma menor incidéncia de fibrossarcomas induzidos
quimicamente, assim como um retardo no crescimento neopldsico e maior recrutamento de
EOS para o tumor e tecidos circundantes. Além disso, camundongos deficientes em eotaxina-
1 foram mais acometidos por essa neoplasia maligna, além de apresentarem um influxo

reduzido de EOS para a regido tumoral (SIMSON et al., 2007).

2.3 PROTEINA CATIONICA EOSINOFILICA (ECP)

A ECP, também denominada ‘ribonuclease 3’ (RNase 3), ¢ uma proteina cationica de

cadeia simples de 133 aminoacidos, com peso molecular entre 15 a 22 kDa, cujo gene (RNS3)
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localiza-se no cromossomo 14 (q24-q31) (Figura 1). Nas regides adjacentes desse
cromossomo existem os genes de outras quatro proteinas: angiogenina, RNase 4, RNase k6 e
EDN. Juntamente com a ECP, constituem a superfamilia das ribonucleases pirimidina-
especificas (ROSENBERG, 2008; NAVARRO et al., 2008; DYER ¢ ROSENBERG, 2006;
CARRERAS et al., 2005; BYSTROM et al., 2002; ZHANG e ROSENBERG, 2000; VENGE
et al.,, 1999; DOMACHOWSKE et al., 1998; VENGE ¢ BYSTROM, 1998; ROSENBERG ¢
DYER, 1995).

Apesar de a EDN e ECP apresentarem 70% de homologia na seqiiéncia de
aminoacidos, a atividade de RNase da ECP ¢ cem vezes menor do que a da EDN e essa
atividade parece ndo estar relacionada com a maioria das suas propriedades biologicas
descritas in vitro (ROSENBERG, 2008; JONSSON et al., 2006; CARRERAS et al., 2005;
VENGE et al., 1999; VENGE e BYSTROM, 1998; ROSENBERG e DYER, 1995).
Entretanto, outros autores (DYER e ROSENBERG, 2006) sugerem que devem existir outras
fungdes bioldgicas ribonuclease-dependentes exercidas pela ECP ainda nao descobertas.

A proteina catidnica eosinofilica consiste em uma das principais proteinas presentes na
matriz dos granulos especificos dos EOS e sua secrecdo ocorre apds ativagdo celular por
mecanismos mediados por imunoglobulinas, particulas recobertas com proteinas do sistema
complemento ou mediadores lipidicos, como o fator ativador plaquetario (PAF) (KOH et al.,
2007; CARRERAS et al., 2005; BYSTROM et al., 2002; VENGE et al., 1999).

Apesar de a ECP ser produzida exclusivamente pelos EOS, pequenas quantidades
dessa proteina forma identificadas em neutrofilos circulantes, sugerindo que essas células sao
capazes de fagocitar a ECP da corrente sangiiinea e estocd-la em seus granulos primarios
(MONTESEIRIN e VEGA, 2008; BYSTROM et al., 2002; VENGE et al., 1999). Com base
nessas observacdes, os autores (MONTESEIRIN e VEGA, 2008) salientam que a
interpretagdao de reagdes imuno-histoquimicas deve ser feita com cuidado, quando anticorpo
anti-ECP for utilizado como marcador especifico de EOS, j& que outras células podem

apresentar marcagao positiva para esse anticorpo.
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Ccromossomo 14

Exon 2

CAAT TATTTA

RNAmM

Pré-proteina |

+ + + + ++ o+ + o+ +++ +H++ + ++

Proteina [ T ¢ T ¢C c T ¢ ¢ ]

Figura 1 — Estrutura do gene ECP e a proteina traduzida. O gene se localiza no cromossomo 14 e
apresenta dois éxons. O quadrado preto representa uma seqii€ncia de DNA localizada no
intron, que aumenta a atividade da regido promotora. Na proteina, os elementos “+”
indicam a presenca do aminoacido basico arginina, as caixas representam os locais de
glicosilagdo e “C”, as posi¢cdes dos aminodcidos cisteina. Adaptado de VENGE e
BYSTROM, 1998.

Devido a sua atividade citotdxica para virus, bactérias, parasitas, células epiteliais
respiratorias e células tumorais, a ECP tem despertado especial interesse dos pesquisadores
(NAVARRO et al., 2008; TRULSON et al., 2007; ERIKSSON et al., 2007b; CARRERAS et
al., 2005; MOLIN, 2004; BYSTROM et al., 2002). O principal mecanismo responsavel pelo
efeito citotoxico da ECP se baseia na criagdo de poros nas membranas celulares, por meio da
desestruturacdo da bicamada fosfolipidica, permitindo a passagem de agua e pequenas
moléculas, resultando em lise osmotica (ERIKSSON et al., 2007a; KOH et al., 2007;
CARRERAS et al., 2005; SUGIHARA et al., 2001; ZHANG e ROSENBERG, 2000; VENGE
et al.,, 1999; VENGE ¢ BYSTROM, 1998; ROSENBERG e DYER, 1995; LEHRER et al.,
1989; BARKER et al., 1989; YOUNG et al., 1986). A seqiiéncia de eventos que ocorre
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durante a atividade citotoéxica da ECP foi descrita com riqueza de detalhes em experimentos
recentes, utilizando linhagens celulares de leucemia promielocitica aguda humana e de
adenocarcinoma de cérvix (NAVARRO et al., 2008). O mecanismo se inicia com a ligagdo e
agregacao da ECP na superficie celular, seguidas de uma alteracdo na permeabilidade da
membrana, a qual resulta em modificacdes no equilibrio i6nico intracelular. Esses sinais
iniciam mudangas morfoldgicas e bioquimicas especificas, como condensacao da cromatina,
produgdo de espécies reativas de oxigénio, ativagdo da atividade de caspase-3-like e,
eventualmente, morte celular. Além disso, o grande numero de residuos de arginina na
superficie molecular e o residuo de triptofano na posicdo 35 do polipeptideo parecem
contribuir com as interagdes eletrostaticas para ligacdo da ECP na membrana celular
(NAVARRO et al., 2008; CARRERAS et al., 2005).

Outras atividades biologicas ndo-citotoxicas também sdo desenvolvidas pela ECP,
como imunomodulag¢do, regulacdo da atividade fibroblastica, indugdo para producdo de muco
pelas vias respiratorias e interacao com os sistemas de coagulagao, fibrinolise ¢ complemento
(JONSSON et al., 2006; JONSSON et al.,, 2002; BYSTROM et al., 2002; VENGE ¢
BYSTROM, 1998; YOUNG et al., 1986; MCLAREN, PETERSON e VENGE, 1984).

A presenga de variantes moleculares da ECP reflete a heterogeneidade dessa proteina,
que pode ser atribuida a diferencas na glicosilagdo da molécula, ja que a mesma possui trés
locais potenciais para tal evento em sua seqiiéncia de aminoacidos (Figura 1), bem como a
presenca de polimorfismos genéticos de base tUnica (SNPs) (TRULSON et al., 2007,
ERIKSSON et al., 2007b; KOH et al., 2007; JONSSON et al., 2002; VENGE et al., 1999).

2.4 POLIMORFISMO 434(G>C) DO GENE ECP

Polimorfismo genético consiste na ocorréncia de dois ou mais genotipos alternativos
em uma populacgdo, quando a freqiiéncia de cada um deles ¢ superior aquela que poderia ser
mantida somente por mutagdes recorrentes (FARAH, 2007; GRIFFITHS et al., 2006;
MOLIN, 2004). A fungao fisioldgica ou patoldgica dos SNPs ¢ muito heterogénea. Alguns
provavelmente ndo apresentam relevancia, mas se o polimorfismo estiver situado na regido do
gene que codifica uma proteina com fun¢do patofisiolégica em uma determinada doenga e sua
presenga alterar a func¢do ou nivel de produg¢do da mesma, entdo o polimorfismo pode causar

ou alterar a progressao dessa patologia (MOLIN, 2004).
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Estudo populacional realizado com individuos de diferentes etnias revelou a presenca
de sete SNPs no gene ECP, sendo seis deles localizados em regides nao codificadoras do gene
e apenas um na regido codificadora (ZHANG e ROSENBERG, 2000). Devido a estudos
anteriores (MUNTHE-KAAS et al., 2007; ERIKSSON et al., 2007a; JONSSON et al., 2006;
MOLIN, 2004; NOGUCHI et al., 2003; JONSSON et al., 2002) terem demonstrado uma
associacao entre o polimorfismo 434(G>C) e algumas patologias, esse polimorfismo tem
despertado um maior interesse entre os pesquisadores.

O polimorfismo 434(G>C) localiza-se na regido codificadora do gene ECP e resulta da
substitui¢do de G por C na posicao 434, causando uma alteragdo do aminoacido arginina (arg)
para treonina (thr) na posicao 97 do peptideo maduro (TRULSON et al., 2007; ERIKSSON et
al., 2007a; ERIKSSON et al., 2007b; JONSSON et al., 2006; MOLIN, 2004; JONSSON et
al., 2002). Experimentos realizados com linhagens celulares de eritroleucemia e de carcinoma
de pequenas células de pulmao (TRULSON et al., 2007), revelaram que as propriedades
biologicas da ECP sdo alteradas por esse polimorfismo, ja que as proteinas recombinantes que

th . g
") perderam sua atividade citotoxica quando

continham uma thr na posi¢do 97 (rECP 97
comparadas a proteina nativa ou com a forma recombinate que possuia uma arg (rECP 97%¢)
na mesma posicao. Baseados nesses resultados, os autores sugeriram que a capacidade
citotoxica da ECP tem forte ligagdo com a regido do aminoacido 97, mas que a arg nao

thr

representa um pré-requisito para essa atividade, j4 que a deglicosilagdo da rECP 97 foi

capaz de converté-la em uma molécula citotoxica com propriedades similares & rECP 97"
Além disso, a mudanga da arg para a thr permite o surgimento de um local potencial para
glicosilagdo e essas modificagdes pods-traducionais apresentam forte imfluéncia nas
propriedades citotoxicas da ECP.

A presenca de EOS constitui uma caracteristica marcante das doencas do trato
respiratorio superior € como a ECP representa uma molécula efetora chave nas inflamagdes
alérgicas (TRULSON et al., 2007, MUNTHE-KAAS et al., 2007), alguns trabalhos tém
investigado a possivel associacdo entre os SNPs do gene ECP e a patogénese da asma
(MUNTHE-KAAS et al., 2007; JONSSON et al., 2006; NOGUCHI et al., 2003; JONSSON et
al., 2002). Dentre os polimorfismos pesquisados, o 434(G>C) apresentou correlagdo com o
desenvolvimento de sintomas alérgicos em pacientes asmaticos, sendo que uma alta
freqiiéncia do gendtipo 434GG foi detectada nos individuos alérgicos, enquanto os portadores

do gendtipo homozigoto para o alelo 434C ndo desenvolveram eses sintomas (JONSSON et

al., 2002).
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Estudo recente (JONSSON et al., 2006) detectou uma estreita relacdo entre os
polimorfismos 434(G>C) e 562(G>C), sendo que ambos ocorreram conjuntamente. O
gendtipo 434GG foi detectado somente em associagdo com genétipo 562GG. Todavia, a
ligacdao de dependéncia entre eles ndo parecia ser bilateral, ja que os polimorfismos 562(G>C)
ocorriam com qualquer um dos gendétipos 434(G>C). Em contrapartida, associagdes entre o
polimorfismo 562(G>C) ou haploétipos dos dois polimorfismos com a alergia nao foram
encontradas. Outro aspecto interessante dessa pesquisa foi a constatagdo de que os niveis
celulares de ECP de individuos 562GC ou 562CC foram significativamente menores,
sugerindo que o conteudo intracelular de ECP nos EOS do sangue periférico poderia ser
influenciado por esse polimorfismo.

Controversamente, outros autores (MUNTHE-KAAS et al., 2007) constataram que a
combinac¢do dos SNPs -38CA, +371CG [434(G>C)] e +499CG [562(G>C)], particularmente
o haplotipo A-G-G, apresentou associacdo significativa com a asma alérgica,
hiperresponsividade bronquica, assim como niveis séricos elevados de ECP e IgE. Apesar
desse trabalho ter demonstrado uma associacao entre o alelo +371C (434C) e a asma do tipo
ndo alérgica, o resultado ndo pode ser comparado ao de JONSSON et al. (2002), ja que esses
realizaram um estudo do tipo caso-controle, enquanto MUNTHE-KAAS et al. (2007)
incluiram apenas familias com pelo menos duas criangas afetadas pela asma.

Investigacdo semelhante (NOGUCHI et al., 2003), avaliou a correlacdo dos SNPs -
393CT, -38CA e 124Arg/Thr [434(G>C)] com a asma. Embora, nenhuma associacdo entre
esse haplotipo e a asma tenha sido encontrada, os individuos portadores do alelo -393T
apresentaram niveis séricos de ECP significativamente menores.

Gragas a importante participacdo da ECP nas parasitoses, alguns autores (ERIKSSON
et al., 2007a) tém investigado o impacto do polimorfismo 434(G>C) na infec¢do por
Schistosoma mansoni. A freqiiéncia dos genétipos variou entre as diferentes populagdes
estudadas, sendo que os individuos residentes na regido endémica da esquistossomose
apresentaram uma predominancia do alelo 434C, enquanto o grupo controle mostrou uma
predominancia do alelo 434G, sugerindo o genétipo 434GG codifica uma proteina com
atividade citotoxica para esse parasita, enquanto o gendtipo 434CC traduz uma variante
inativa.

Nas neoplasias malignas, muito pouco tem sido estudado sobre o polimorfismo
434(G>C). Um tnico trabalho (MOLIN, 2004), realizado em pacientes portadores de Linfoma
de Hodgkin (HL), revelou que o gendtipo 434GG foi correlacionado com esclerose nodular

histologica (NS) e altas taxas de sedimentagdo de eritrécitos (ESR), contribuindo para um
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prognostico desfavoravel. Além disso, a maioria dos pacientes apresentou elevados niveis
séricos de ECP, os quais se correlacionaram com o numero de EOS tumorais, NS, ESR e
maior leucometria.

Na literatura indexada, nenhum trabalho sobre a associacdo entre o polimorfismo
434(G>C) do gene ECP e a eosinofilia tecidual associada aos CECs de boca foi encontrado,
fato que justifica a relevancia do presente estudo e sua possivel contribui¢do para o

conhecimento a respeito da evolucao clinica e bioldgica dessa neoplasia.
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Figura 2 — Diferenciacdo, maturagdo, transmigracdo e acimulo do eosindfilos na regido tumoral. A
ECP, presente nos granulos especificos dessas células, apresenta atividade citotoxica para
células tumorais, entretanto a associagao entre o polimorfismo 434(G>C) do gene ECP e a
eosinofilia tecidual nos carcinomas espinocelulares de boca permanece desconhecida.
Adaptada de GLEICH, 2000.
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3 PROPOSICAO

Com base na analise retrospectiva dos 157 pacientes com carcinoma espinocelular de

boca, propos-se:
3.1. investigar a prevaléncia do polimorfismo 434(G>C) do gene da proteina cationica

eosinofilica (ECP);

3.2. quantificar a eosinofilia tecidual associada aos carcinomas espinocelulares de boca e

classifica-la de acordo com a intensidade;

3.3. wverificar a existéncia de associacao entre o polimorfismo 434(G>C) do gene ECP ¢ a

eosinofilia tecidual associada aos carcinomas espinocelulares de boca;

3.4. correlacionar, se possivel, o polimorfismo 434(G>C) do gene ECP com a evolugdo e

o prognostico desses pacientes.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 POPULACAO DE ESTUDO E SELECAO DA AMOSTRA

A populacdo de estudo foi composta por 157 pacientes portadores de carcinoma
espinocelular de boca submetidos a tratamento no Departamento de Cirurgia de Cabeca e
Pescogo e Otorrinolaringologia do Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital do Cancer
A.C. Camargo, Fundagdo Anténio Prudente, Sao Paulo, Brasil, entre 1984 e 2002.

Parte das amostras utilizadas foi obtida em estudo anterior do tipo caso-controle de
base hospitalar intitulado “Epidemiologia molecular dos carcinomas de vias aéreas digestivas

superiores”, aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do referido hospital (ANEXO B).

Os critérios de inclusdo adotados para a selecdo compreenderam:

1) pacientes com tumor primario diagnosticado como carcinoma espinocelular de boca
confirmado por biopsia;

2) pacientes com tumor localizado nas seguintes regides: lingua, assoalho bucal, gengiva
superior, palato duro, palato mole, gengiva inferior, mucosa jugal e area retromolar;

3) pacientes submetidos a cirurgia como tratamento inicial com finalidade curativa,
seguido ou ndo por radioterapia pos-operatoria;

4) proservacao clinica completa;

5) tecido tumoral disponivel para andlise (laminas e/ou bloco de parafina);

6) amostra de sangue periférico ou DNA disponivel para a analise molecular.

Os critérios de exclusdo foram:
1) contra-indicagdo para cirurgia (pacientes considerados inoperaveis);
2) presenca de outros tumores primarios simultaneos;
3) pacientes que recusaram o tratamento cirurgico;
4) pacientes tratados com finalidade paliativa;
5) pacientes com metastase a distdncia na época da admissao;
6) tumores que apresentavam, microscopicamente, extensas areas de ulceracdo e/ou

necrose.
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4.2 GRUPO CONTROLE

Para a andlise do polimorfismo 434 (G>C) do gene ECP na populagdo, foi utilizado
um grupo controle composto por 165 pacientes sem historia ou suspeita de carcinoma
espinocelular de boca, encaminhados aos Departamentos de Ginecologia e Obstetricia e
Urologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-UNESP),
bem como por pacientes oriundos do Departamento de Etica e Legislagdo Trabalhista da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

As amostras constituiam parte de um Banco de Controles do Laboratorio Neogene do
Departamento de Urologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-UNESP), obtido de
pesquisas anteriores em colaboragdo com a Dr". Anagloria Pontes, Dr’. Maria Fernanda
Moreira Ferraz, Dr. José Carlos Souza Trindade Filho, Dr. Jodo Lauro Viana de Camargo e
Dr®. Marcilia de Aratjo Medrada Faria.

As informagdes referentes aos dados demogréaficos dos pacientes do grupo controle

foram registradas e obtidas a partir do banco de dados pertencente ao Laboratorio Neogene.

4.3 ANALISE DO POLIMORFISMO 434 (G>C) DO GENE ECP

Todos os experimentos utilizados para a analise do polimorfismo 434 (G>C) do gene
ECP foram realizados no Laboratorio Neogene do Departamento de Urologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB-UNESP), sob a responsabilidade da Prof®. Dr" Silvia Regina
Rogatto.

4.3.1 Extracdo do DNA genémico

O DNA genomico foi extraido a partir das amostras de sangue periférico (5-10mL). O
sangue colhido foi acondicionado com anticoagulante, solugdo estéril de EDTA 6%, e tratado
com tampao de lise de células vermelhas (RCLB pH 7,6 1X: 10mM de Tris; SmM de MgCl, e

10mM de NaCl), por trés vezes. Apds cada lavagem com esse tampao, as amostras foram
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centrifugadas a 13000rpm (Centrifuge 5415D Eppendorf, Alemanha) por 30 minutos, com o
objetivo de eliminar as hemacias.

Posteriormente, isolou-se a papa leucocitdria e o sedimento foi ressuspendido em
500uL de tampao de lise de células brancas (75mM de NaCl; 24mM de EDTA pH 8,0 e 2%
de SDS). A lise celular foi seguida pela adicdo de proteinase K (Sigma, E.U.A) a uma
concentra¢do final de 200uL./mL e o material foi incubado por 12 horas a 37°C.

Para a extracdo de proteinas e acidos graxos, liberados juntamente com o DNA apds o
rompimento dos leucdcitos, utilizou-se o tratamento com solventes organicos (fenol-
cloroférmio). Adicionaram-se 500uL de solu¢do fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na
propor¢ao de 25:24:1, respectivamente. Homogeneizou-se por um minuto seguido da
centrifugacdo por 30 minutos a 13000rpm (Centrifuge 5415D Eppendorf, Alemanha). O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e repetiu-se essa lavagem mais duas vezes. Em
seguida, foram acrescidos, ao sobrenadante, 500uL de cloroférmio, para eliminar os
resquicios do fenol e procedeu-se a tltima centrifugagdo por 30minutos a 13000rpm.

O sobrenadante foi novamente isolado e acondicionaram-se 50ul de acetato de
amonio 7M e etanol absoluto gelado (Merck, Alemanha). O DNA foi precipitado apos
aproximadamente 16 horas a -20°C. O material foi centrifugado a 14000rpm a 4°C
(Centrifuge 5415D Eppendorf, Alemanha) e o etanol foi descartado.

O sedimento foi seco e o DNA foi posteriormente ressuspendido em um volume
adequado de 4gua ultrapura estéril. Para quantificacdo do material foi realizada a leitura da
densidade optica (D.O.) das solugdes de DNA em espectrofotdmetro (Spectronic Unicam,
Genesys™8, E.U.A.), em cuvetas de quartzo, para o comprimento de onda de 260nm. Apoés a
quantificagdo, uma aliquota do DNA gendmico foi utilizada na reagdo em cadeia da

polimerase para amplificacdo do fragmento especifico do gene estudado.

4.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O polimorfismo estudado encontra-se na posi¢ao 434 do gene ECP, de acordo com o
GenBank™ (NCBI — National Center for Biotechnology Information — NIH, E.U.A. —

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), nimero de acesso NM 002935.
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Esse polimorfismo refere-se a substituicdo de G por C na posi¢ao 434 (434G>C) do
gene, causando uma alteracdo do aminoacido arginina (base G) na posi¢ao 97 para treonina
(base C) — GenBank™ AF441205. Esta substitui¢do cria um sitio polimorfico do tipo RFLP
(restriction fragment length polymorphism) detectado pela endonuclease de restri¢ao Pstl.

Para a analise desse RFLP, foi utilizada a PCR para a amplificacdo de um fragmento
de 644pb. Os oligonucleotideos utilizados foram: 5’-GTGTGTCATAACCGAGACCGGATCG-
3’ e 5’- GGACAGTTGCTGATACCCAGAGTAC-3’ (GenBank™ — X16545).

Em um tubo de polipropileno de 0,2mL, aproximadamente 100ng de DNA gendmico
foram amplificados numa reagdo de 25ul, contendo 0,2 mM de cada desoxinucleotideo
trifosfato (ANTP) (Invitrogen Life Technologies, E.U.A.), tampao da reagdo 1x (Invitrogen
Life Technologies, E.U.A.), 1,25 mM de MgCl, (Invitrogen Life Technologies, E.U.A.),
0,4uM de cada primer (Invitrogen Life Technologies, E.U.A.) e 1U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen Life Technologies, E.U.A.). As reagdes foram processadas em termociclador
(Gene Amp PCR System 9700 - Applied Biosystens, E.U.A.) e compreenderam 30 ciclos, de

acordo com a Figura 3.

Desnaturacao do DNA gendmico
(94°C, 10min)

Sintese pela polimerase Dasnaturagao do DNA
do DNA gendmico
(72°C, 2min) (94°C, 1min)

Anelamento dos primers
no DNA gendmico
(51°C. 1min)

Figura 3 — Esquema representando as condi¢des utilizadas na reacdo em cadeia da polimerase para
amplifica¢do do gene da proteina catidnica eosinofilica. Adaptado de FARAH, 2007.
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Para observagdo da origem e especificidade do produto amplificado, cerca de 3uL
foram visualizados em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (0,5mg/mL) apos
corrida eletroforética a 120V constantes, em tampao contendo 45mM de Tris, 45mM de acido
borico e 0,lmM de EDTA. A documentagdo fotografica dos géis de agarose foi feita
utilizando-se camera digital (Kodak DC 290, E.U.A.) acoplada a um suporte colocado sobre o
aparelho emissor de luz ultra-violeta. A cadmera encontrava-se conectada a um
microcomputador contendo o respectivo programa de aquisi¢do e analise de imagens.

A localizacdo cromossOmica, seqiiéncia amplificada e regido polimorfica do gene ECP

estao representadas na Figura 2 A a C.

Gene ECP
B) Transversao: 434 G=C

A)

7
é

Pstl: 5°- C TGCA|G -3'

C)

GTGTGTCATAACCGAGACCGGATCGGGAGTAGTTACTTCTCTTCTTTT
CTTACAGGAAACATGGTTCCAAAACTGTTCACTTCCCAAATTTGTCTG
CTTCTTCTGTTGGGGCTTATGGGTGTGGAGGGCTCACTCCATGCCAG
ACCCCCACAGTTTACGAGGGCTCAGTGGTTTGCCATCCAGCACATCA
GTCTGAACCCCCCTCGATGCACCATTGCAATGCGGGCAATTAACAATT

14a24 ATCGATGGCGTTGCAAAAACCAAAATACTTTTCTTCGTACAACTTTTGC

14331 TAATGTAGTTAATGTTTGTGGTAACCAAAGTATACGCTGCCCTCATAA
CAGAACTCTCAACAATTGTCATCGGAGTAGATTCCGGGTGCCTTTACT
CCACTGTGACCTCATAAATCCAGGTGCACAGAATATTTCAAACTGCAG
GTATGCAGACAGACCAGGAAGGAGGTTCTATGTAGTTGCATGTGACA
ACAGAGATCCACGGGATTCTCCACGGTATCCTGTGGTTCCAGTTCAC
CTGGATACCACCATCTAAGCTCCTGTATCAGCAGTCCTCATCATCACT
CATCTGCCAAGCTCCTCAATCATAGCCAAGATCCCATCCCTCCATGTA
CTCTGGGTATCAGCAACTGTCC

Figura 4 — A) Ideograma do cromossomo 14, no qual estd mapeado o gene ECP (14q24-31); B) o
polimorfismo refere-se a uma transversdo de G para C na posicao 434; abaixo estd a
seqiiéncia reconhecida pela enzima Pstl; C) seqiiéncia nucleotidica do gene ECP
amplificada pela PCR; em azul estido destacados os primers, em verde a seqiiéncia
reconhecida pela enzima de restri¢do e em vermelho o polimorfismo.
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4.3.3 Precipita¢éo do produto da PCR

Os produtos amplificados pela PCR foram transferidos para tubos de polipropileno de
0,5mL e incubados com 300uL de etanol absoluto gelado (Merck, Alemanha) por cerca de
uma hora a -70°C. Em seguida, foram centrifugados a 11000rpm (Centrifuge 5415D
Eppendorf, Alemanha) por 30 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi
desidratado (Concentrator 5301 Eppendorf, Alemanha) por cerca de 15 minutos,
ressuspendido em Syl de dgua ultrapura estéril e mantido a -4°C por 24 horas para posterior

utilizacao na reacao de digestdo com a enzima de restri¢ao Pstl.

4.3.4 Polimorfismo avaliado por PCR-RFLP

As amostras foram incubadas a 37°C por 24 horas em banho-maria (Precision Model
281, Precision Scientific Inc, E.U.A.) com 10U da enzima de restri¢ao Pstl (Invitrogen Life
Technologies, E.U.A.).

A observacao dos produtos do gene ECP digeridos com a enzima Pstl foi realizada
apos eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio (0,5mg/mL) apos
corrida eletroforética a 120V constantes, em tampao contendo 45mM de Tris, 45mM de acido

borico € 0,1mM de EDTA.

4.3.5 Deteccao das variantes alélicas do gene ECP

O polimorfismo do gene ECP apresenta duas variantes alélicas: G para a presenca do
sitio de restricdo e C para auséncia. Os trés gendtipos possiveis serdo denominados 434GG
para o homozigoto predominante que apresenta o sitio de reconhecimento para Pstl; um
individuo homozigoto para o alelo raro possui gendtipo 434CC correspondendo a uma

substituicdo de guanina por citosina e o individuo de genotipo 434GC ¢ heterozigoto.




81

Apos a clivagem e eletroforese em gel agarose a 2%, foi identificada uma banda de
644pb (genotipo 434CC) caracterizada pela auséncia desse sitio de restricao; um fragmento de
430bp e um de 214pb (genotipo 434GG) caracterizados pela presenga do sitio de restricao e

trés fragmentos que representam os individuos heterozigotos (Figura 3).

Genotipos — Gene ECP

GG GC CcC
| | | | |
| —p
- . |,
- . 430pb
. yant

Figura 5 — A esquerda, visualiza-se um esquema representativo da observacio em gel de agarose a 2%
dos fragmentos gerados apo6s amplificacdo do gene ECP resultantes da digestdo com a
enzima de restrigdio Pstl. A direita, visualiza-se uma foto em gel de agarose a 2%
correspondente aos genotipos do esquema (pb= pares de base).

4.4 REGISTRO DOS DADOS CLINICOS E MICROSCOPICOS

As informagdes clinicas e microscopicas referentes aos pacientes portadores de
carcinoma espinocelular de boca e a pega cirurgica foram registradas em formulério proprio
(APENDICE A) e obtidas a partir do banco de dados pertencente ao Hospital do Cancer A.C.
Camargo.

Os registros incluiram a identificacdo, dados demograficos, histdria clinica, exame
loco-regional, cirurgia, radioterapia pds-operatoria, informag¢des microscopicas da peca
cirargica e evolugdo. Para os pacientes vivos, a evolugdo clinica foi atualizada até novembro
de 2007, por meio de consulta aos respectivos prontudrios arquivados no Servigo de Arquivo

Médico (SAME) do referido hospital.
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4.5 ANALISE MICROSCOPICA

Pela impossibilidade de obtencao de blocos de parafina e/ou laminas, 26 casos foram
excluidos das andlises microscopicas. As descricdes seguintes se referem a 131 pecas

cirtirgicas de carcinomas espinocelulares de boca.

4.5.1 Analise microscopica qualitativa

Para a andlise microscopica qualitativa, foram utilizados cortes de 3um de espessura
obtidos a partir de 131 pecas cirtirgicas de carcinomas espinocelulares primarios de boca
incluidos em parafina e arquivados no Departamento de Anatomia Patologica do Hospital do
Cancer A.C. Camargo. Esses cortes foram corados pela técnica da hematoxilina e eosina
(H&E) seguindo-se os procedimentos histotécnicos de rotina do Laboratério de Anatomia
Patologica desse hospital.

A graduacdo histopatolégica de malignidade tumoral foi realizada em corte
representativo do tumor primario de cada caso e baseou-se nos critérios estabelecidos por
BRYNE et al. (1992).

Esse sistema multifatorial de avaliagdo compreende a andlise de cinco caracteristicas
morfolédgicas: grau de queratinizacdo, pleomorfismo nuclear, nimero de mitoses, padrao de
invasdo ¢ resposta do hospedeiro, representada pela presenca e quantidade de infiltrado
inflamatério mononuclear (Tabela 1).

Somente as células das por¢des mais profundas e invasivas dos cortes microscopicos
dos carcinomas espinocelulares de boca foram graduadas, sendo que cada caracteristica
mencionada recebeu uma pontuagdo que variou 1 a 4 pontos.

As pontuacdes individuais para cada caracteristica morfologica foram somadas,
determinando um indice total de malignidade tumoral que variou de 5 a 20 pontos (Tabela 1).
Os espécimes tumorais foram entdo classificados como pouco agressivos (escore final < 12
pontos) ou muito agressivos (escore final > 12 pontos).

A analise microscopica foi realizada individualmente por dois examinadores (MCP e

DTO) utilizando-se um microscopio Optico binocular (Axioskop2-plus - Zeiss, Alemanha),
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sendo os pontos de discordancia reavaliados e estabelecidos por um consenso dos referidos

examinadores.

Tabela 1 — Sistema utilizado para graduag¢ao histopatoldgica de malignidade.

Caracteristicas Escores
Morfoldgicas 1 2 3 4
Grau de Alto Moderado Minimo Ausente
queratinizacéo (>50% células)  (20-50% células)  (5-20% células) (0-5% células)
. Escasso Moderado Abundante Extremo
Pleomorfismo
(> 75% células  (50-75% células  (25-50% células (0-25% células
nuclear
maduras) maduras) maduras) maduras)
NUmero de mitoses 0-1 2-3 4-5 >5
Corddes finos
B ) . _ Cordoes Células
Padréo de invasao Compressivo Pequenos ‘
grossos isoladas
grupos celulares
Resposta do .
Intensa Moderada Discreta Ausente

hospedeiro

Fonte: Bryne M, Koppang HS, Lilleng R, Kjaerheim A. Malignancy grading of the deep invasive margins
of oral squamous cell carcinomas has high prognostic value. J Pathol. 1992; 166(4):375-81.

4.5.2 Andlise microscopica quantitativa

Para a andlise microscOpica quantitativa, foram utilizados os mesmos cortes

microscopicos dos carcinomas espinocelulares de boca empregados para o estudo qualitativo.

A eosinofilia tecidual associada aos tumores (TATE) foi determinada por andlise

morfométrica e seguiu a metodologia estabelecida por DORTA et al. (2002) e LORENA et al.

(2003b).
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A quantificacdo dos eosinéfilos foi realizada individualmente por dois examinadores
(MCP e DTO) com o auxilio de um programa de captura, processamento e analise de imagens
(AxioVision 4.5 - Zeiss, Alemanha) instalado em um microcomputador (Pentium IV, Intel,
E.U.A)).

Para aquisicdo das imagens, utilizou-se camera digital (AxioCam MRc - Zeiss,
Alemanha) acoplada a um microscépio optico binocular (Axioskop2-plus - Zeiss, Alemanha)
contendo uma objetiva de 40x, resultando em um aumento final de 400x.

Vinte e cinco imagens obtidas da por¢do tumoral mais profunda foram capturadas para
cada um dos 131 carcinomas espinocelulares de boca. Cada imagem microscopica capturada
correspondia a uma 4rea de 0,09471591mm?”. O nimero total de eosinofilos encontrados nas
25 imagens foi registrado. Calculou-se o numero de eosinofilos por milimetro quadrado
dividindo-se a média dos eosinofilos presentes nas 25 imagens examinadas pela area total
analisada. Trés graus de intensidade da TATE foram estabelecidos: eosinofilia

ausente/discreta, moderada ou intensa.

4.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

As varidveis analisadas nesse estudo incluiram a coleta dos dados demograficos
relativos aos pacientes como género (masculino ou feminino), idade e raga (branca, amarela,
negra ou outras).

Quanto a histdria clinica dos pacientes, pesquisou-se o tempo de historia (em meses),
historia familiar de cancer (ausente, pais, irmaos, outros parentes ou desconhecida), tabagismo
e etilismo.

O tabagismo e o etilismo foram graduados em 0, +, ++, +++ e ++++, sendo no
tabagismo cada “+” correspondente ao consumo de aproximadamente dez -cigarros
industrializados ou dois cachimbos ou dois charutos ou quatro cigarros de palha por dia e no
etilismo cada “+” correspondente aproximadamente ao consumo de um copo de bebida
destilada ou uma garrafa de cerveja ou meia garrafa de vinho por dia.

A presenca de eosinofilia sangiiinea, quando valores superiores a 5% de eosindfilos

fossem detectados no hemograma pré-operatorio, também foi assinalada.
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No exame loco-regional, a localizagdo do tumor primario foi registrada como: lingua,
assoalho, gengiva superior, palato duro, palato mole, gengiva inferior, mucosa jugal ¢ area
retromolar.

A extensdo do tumor foi registrada como: ausente, lingua, assoalho, gengiva,
retromolar, 1abio superior, labio inferior, mucosa jugal, palato, loja amigdaliana e outros.

Quanto as caracteristicas clinicas, as lesdes foram classificadas em ulcero-vegetante,
ulcero-infiltrativa e outra. O nivel dos linfonodos ipsi e contralaterais comprometidos
clinicamente também foi registrado.

As classificagdes clinicas TN (International Union Against Cancer, 2002), T (T1, T2,
T3, T4 e Tx) e N (NO, N1, N2a, N2b, N2¢c, N3 e Nx) foram registradas.

Quanto ao tratamento, registrou-se a data da cirurgia, realizacdo ou ndo de
esvaziamento cervical (ipsilateral ou ipsi e contralateral simultaneamente), tipo de
esvaziamento cervical e realiza¢do ou ndo de radioterapia pos-operatoria.

A embolizagcdo vascular foi classificada como ausente, linfatica, sangiiinea, ambas
(linfatica e sangiiinea) ou ignorada. As infiltragdes perineural, muscular, 6ssea e glandular
como presente, ausente ou ignorada.

As margens cirurgicas foram classificadas como livres, presentes, comprometidas ou
ignoradas.

Quando do esvaziamento cervical, o nimero de linfonodos ipsi e contralaterais
dissecados e comprometidos foi anotado.

Quanto a evolugdo dos pacientes, registrou-se a data e localizagcdo (local, pescoco
ipsilateral, pescoco contralateral, pulmao, ossos, figado ou outra a distancia) da primeira
recidiva. Quando presente o segundo tumor primario, sua data e localizacao foram anotadas.

A data e a situagdo na ultima informagdo objetiva de seguimento (vivo sem evidéncia
de doenca, vivo com cancer, morte pds-operatoria, morte decorrente do cancer, morte por
outras causas nao relacionadas ao cancer e perdido de vista) também foram registradas.

O tempo, em meses, decorrido entre a data da cirurgia e a ocorréncia da primeira
recidiva ou até a ultima informacao de seguimento correspondeu a sobrevida livre de doenga
(SLD). Da mesma forma, considerou-se como sobrevida global (SG) o tempo, em meses,

decorrido entre a cirurgia e o 6bito ou a ultima data de seguimento.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa estatistico para
microcomputador SPSS for Windows versao 15.0 (SPSS Inc., E.U.A).

A associagdo entre os genotipos 434 do gene ECP e a intensidade da eosinofilia
tecidual associada aos tumores, bem como as demais variaveis demogréficas, clinicas e
microscopicas foi avaliada pelo teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, com um nivel
de significancia de 5% (p<0,05).

As analises das sobrevidas global, livre de doencga e especifica por cancer foram feitas
pelo estimador limite de Kaplan-Meier e a comparagdo das curvas de sobrevida foi realizada
utilizando-se o teste log-rank, com nivel de significancia de 5%.

A freqiliéncia observada dos trés gen6tipos possiveis foi determinada pela razao entre o
numero de individuos com um dado gendtipo e o nimero total de individuos do grupo (casos
ou controles).

Utilizou-se o teorema de Hardy-Weinberg (p*+2pq+q’; onde q = 1-p) para estimar as
freqliéncias genotipicas esperadas para uma populacdo em equilibrio. Neste calculo, “p”
representa a freqiiéncia do alelo G e “q” a freqiiéncia do alelo C. A freqiliéncia esperada do
gen6tipo GG corresponde a p?, do gendtipo GC a 2pq e do genotipo CC a g’

Para verificar se a populacdo estudada seguia o equilibrio de Hardy-Weinberg,
utilizou-se o teste do qui-quadrado de Pearson na comparagdo das proporgdes observadas e
esperadas, segundo a formula abaixo. O valor critico do qui-quadrado adotado foi 3,84. Se o
valor do qui-quadrado for maior ou igual a 3,84, conclui-se que a populacdo ndo segue o
equilibrio. Se o valor do qui-quadrado for menor do que 3,84, aceita-se a hipotese de que a

populacdo estd em equilibrio.

013)

A=)

O = freqiiéncia genotipica observada

E = freqiliéncia genotipica esperada
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4.8 QUESTOES ETICAS

Esse estudo foi submetido a Comissdo de Etica em Pesquisa da Fundagio Antonio
Prudente - Hospital do Cancer A.C. Camargo ¢ aprovado na reunido de 29/08/2006, antes do
inicio dos experimentos (projeto de pesquisa n°. 810/06) (ANEXO A).







5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 POPULACAO DE ESTUDO

A populacdo de estudo foi constituida de 322 pacientes, sendo 157 com carcinoma
espinocelular de boca submetidos a tratamento no Departamento de Cirurgia de Cabeca e
Pescogo e Otorrinolaringologia do Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo e 165
pacientes pertencentes a um Banco de Controles do Laboratorio Neogene do Departamento de
Urologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-UNESP), como mostra a Tabela 2.

A andlise do polimorfismo 434(G>C) do gene ECP foi realizada nos 322 pacientes,
visando comparar a distribui¢do desse polimorfismo na populacdo em geral.

Na ocasido da selecdo das laminas e/ou blocos de parafina dos pacientes com
carcinoma espinocelular de boca, 131 pecas cirtirgicas foram resgatadas para as andlises

morfoldgicas tumorais e da eosinofilia tecidual associada aos tumores (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribui¢do dos pacientes com carcinoma espinocelular e grupo controle, segundo
as analises genética e morfologica.

Analise genética Analise morfologica
Populagdes de estudo
N % N %
Pacientes com CEC de boca 157 48,76 131 100,0
Pacientes controle 165 51,24 0 0
TOTAL 322 100 131 100

N: numero de pacientes; CEC: carcinoma espinocelular
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5.2 CARACTERIZACAO CLINICA DA POPULACAO DE ESTUDO

A andlise dos 157 pacientes com carcinoma espinocelular de boca revelou uma forte
predominancia do género masculino, sendo constituida por 124 homens (78,98%) e 33
mulheres (21,02%).

Na ocasido do diagnostico, a idade minima dos pacientes foi de 22 anos e a maxima de
87 anos, sendo a média igual a 57,04 anos (desvio padrao = 12,89), como mostra a Tabela 3.

Cento e quarenta e seis pacientes eram da raga branca (93%), trés da amarela (1,91%),
dois da negra (1,27%) e seis (3,82%) pertenciam a outras ragas (Tabela 3).

Com relagdo ao tempo de historia clinica, cento e sete pacientes (68,16%)
apresentavam o tumor com duracdo inferior ou igual a seis meses, 24,20% superior a seis
meses e para 7,64%, a informagao referente a esse dado era desconhecida.

Quanto a historia familiar de cancer, 77 pacientes (49,04%) ndo apresentavam
antecedentes familiares da doenca. Para aqueles com histéria familiar positiva, 10,83%
possuiam pais afetados e nove pacientes apresentaram mais de um membro da familia com
cancer.

O tabagismo (77,71%) e o etilismo (68,16%) foram detectados na maioria dos
pacientes estudados. Nessa amostra, trinta e sete (23,57%) eram ex-fumantes e vinte e quatro
(15,29%) ex-etilistas. Um total de noventa e sete pacientes (61,78%) eram tabagistas e
etilistas simultaneamente, como pode ser observado na Tabela 3.

A eosinofilia sangiiinea foi observada em 12,10% da populag@o de estudo, entretanto
sua ocorréncia ndo pode ser avaliada em 49 pacientes com carcinoma espinocelular de boca

pela inexisténcia de hemograma pré-operatorio nos respectivos prontuarios (Tabela 3).




93

Tabela 3 — Distribuigdo de freqiiéncia dos pacientes portadores de carcinoma espinocelular de
boca, segundo as caracteristicas demograficas e histéria clinica. Hospital do
Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Caracteristicas NuUmero de pacientes %
Género

Masculino 124 78,98

Feminino 33 21,02
Idade

<57 anos 81 51,59

> 57 anos 76 48,41
Raca

Branca 146 93,00

Amarela 03 1,91

Negra 02 1,27

Outra 06 3,82
Tabagismo

Sim 122 77,71

Nao 32 20,38

Desconhecido 03 1,91
Etilismo

Sim 107 68,16

Nao 48 30,57

Desconhecido 02 1,27

Tabagismo e etilismo

Sim 97 61,78
Niao 57 36,31
Desconhecido 03 1,91

Eosinofilia sanglinea

Sim 19 12,10
Niao 89 56,69
Desconhecido 49 31,21

TOTAL 157 100
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Na amostra estudada, os locais mais frequentemente acometidos pelo carcinoma
espinocelular foram, em ordem decrescente: a lingua (42,04%), o assoalho bucal (17,83%), a
gengiva/rebordo inferior (14,01%), a éarea retromolar (10,83%), a mucosa jugal (7,01%), o
palato mole (5,09%), a gengiva/rebordo superior (2,55%) e o palato duro (0,64%), como
descrito na Tabela 4.

Em 24,84% dos pacientes, o tumor apresentava-se restrito ao seu local de origem,
enquanto que 29,94% estendiam-se além do local inicial para uma Unica 4rea anatdmica
adjacente. Em 71 pacientes (45,22%), o tumor acometeu duas ou mais regides anatomicas.

Clinicamente, a maioria das lesoes (78,98%) eram tulcero-infiltrativas e 10,19% dos
tumores ulcero-vegetantes. Para 1,27% a informacao referente ao tipo de lesdo ndo pode ser
resgatada.

Quanto ao estadiamento clinico T, a maioria dos pacientes apresentou tumores em
estadio avancado, sendo classificados como T4. Carcinomas classificados como T2 e T3
apresentaram uma freqiiéncia de 27,39% e 26,76%, respectivamente. Uma menor
porcentagem dos tumores foi classificada como T1 (Tabela 4).

Na ocasido do diagnéstico, um total de 89 pacientes com cancer de boca (56,70%) nao
apresentava comprometimento dos linfonodos regionais (NO). Em 42,03% da amostra, os
linfonodos da regido do pescogo ja apresentavam comprometimento tumoral clinicamente
(metéstase regional), conforme a Tabela 4. Em dois pacientes com carcinoma espinocelular de

boca (1,27%), os linfonodos regionais ndo puderam ser avaliados.
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Tabela 4 — Distribuigdo de freqiiéncia dos pacientes portadores de carcinoma espinocelular de

boca, segundo o exame loco-regional. Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sao
Paulo, 1984 a 2002.

Caracteristicas NuUmero de pacientes %
Localizacéo
Lingua 66 42,04
Assoalho 28 17,83
Gengiva inferior 22 14,01
Area retromolar 17 10,83
Mucosa jugal 11 7,01
Palato mole 08 5,09
Gengiva superior 04 2,55
Palato duro 01 0,64
Estadio T
T1 16 10,19
T2 43 27,39
T3 42 26,76
T4 54 34,39
Tx 02 1,27
Estadio N
NO 89 56,70
N1 38 24,20
N2a 06 3,82
N2b 09 5,73
N2c 08 5,10
N3 05 3,18
Nx 02 1,27

TOTAL 157 100
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5.3 CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA DO GRUPO CONTROLE

O grupo controle de 165 pacientes utilizado para a analise do polimorfismo 434 (G>C)
do gene ECP constituiu-se predominantemente por homens (72,12%), da raga branca
(55,76%), com idade superior a 51 anos (Tabela 5).

A idade minima observada foi 19 anos e a maxima 86 anos, sendo a média igual a

50,79 anos (desvio padrao = 17,7).

Tabela 5 — Distribui¢do de freqiiéncia dos pacientes do grupo controle, segundo as
caracteristicas demograficas.

Caracteristicas Numero de Pacientes %
Género
Masculino 119 72,12
Feminino 46 27,88
Idade
<51 anos 76 46,06
> 51 anos 89 53,94
Raca
Branca 92 55,76
Amarela 01 0,61
Negra 03 1,82
Outra 16 9,69
Desconhecido 53 32,12

TOTAL 165 100
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5.4 ANALISE DO POLIMORFISMO 434 (G>C) DO GENE ECP

A freqiliéncia do polimorfismo 434(G>C) entre os pacientes portadores de carcinoma
espinocelular de boca e os controles, bem como as freqliéncias dos alelos 434G e 434C
podem ser visualizados na Tabela 6.

Dentre os 157 pacientes com carcinoma espinocelular de boca, 40,76% eram
homozigotos para o alelo 434G, 57,97% heterozigotos (434GC) e 1,27% homozigotos para o
alelo 434C.

Nos 165 pacientes do grupo controle, 46,67% eram homozigotos para o alelo 434G e
53,3% heterozigotos (434GC). Pacientes homozigotos para o genotipo 434CC ndo foram
constatados.

As freqliéncias genotipicas observadas para esse polimorfismo ndo se apresentaram de
acordo com as esperadas pelo Teorema de Hardy-Weinberg, indicando que as amostras
analisadas foram retiradas de populacdes que ndo se encontravam em equilibrio (pacientes
com cancer: p=22,11; controles: p=21,48).

As imagens 6A, B e C exemplificam fotos dos géis de agarose correspondentes a
genotipagem dos pacientes com CEC de boca e do grupo controle. Os demais géis de agarose

podem ser observados no APENDICE B.

Tabela 6 — Distribui¢do de freqliéncia dos gendtipos 434 e dos alelos do gene ECP entre os
pacientes portadores de carcinoma espinocelular de boca e os controles.

Pacientes com Céancer Pacientes Controles
Genotipos
434GG 64 (40,76%) 77 (46,67%)
434GC 91 (57,97%) 88 (53,33%)
434CC 02 (1,27%) 0 (%)
Alelos
434G 219 (69,75%) 242 (73,33%)

434C 95 (30,25%) 88 (26,67%)
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77N 352N 384N 386N 387N 388N 393N 394N 395N 398N 404N 363 559 649

169.2 170.2 1712 1722 173.2 1742 1752 176.2 178.2 179.2 1812 194.2

Figura 6 — Fotos de géis de agarose a 2% representativas dos gendtipos 434 do gene ECP. As imagens
(A) e (B) exemplificam genotipos dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca e (C)
do grupo controle.
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5.5 ANALISE MICROSCOPICA

Para as analises microscopicas referente as caracteristicas tumorais e a intensidade da
eosinofilia tecidual associada aos tumores, vinte e seis carcinomas foram excluidos da
amostra pela impossibilidade de obtencdo de blocos de parafina e/ou laminas. As descri¢des

seguintes se referem a andlise de 131 pecas cirargicas de carcinomas espinocelulares de boca.

5.5.1 Analise microscopica qualitativa

A grande maioria dos carcinomas espinocelulares de boca (93,13%) avaliados nesse
estudo consistiam em tumores bem a moderadamente diferenciados, ou seja, menos
agressivos, conforme a graduacdo histopatologica de malignidade tumoral baseada nos
critérios estabelecidos por BRYNE et al. (1992) (Tabela 7).

O indice de malignidade total variou de 6 a 16 pontos e os tumores foram entdo
classificados como pouco agressivos (escore final < 12 pontos) ou muito agressivos (escore

final > 12 pontos).

Tabela 7 — Distribuigdo de freqiiéncia dos carcinomas espinocelulares de boca, segundo a
graduacdo de malignidade tumoral. Hospital do Cancer A.C., Sao Paulo, 1984 a

2002.

Graduacdo malignidade N %
Pouco agressivo (< 12) 122 93,13
Muito agressivo (> 12) 09 6,87

TOTAL 131 100

N: ntimero de tumores
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A maior parte dos tumores avaliados apresentava grau moderado de queratinizagao,
escasso pleomorfismo nuclear, poucas figuras de mitose determinadas em 10 campos
microscopicos de grande aumento (objetiva de 40x) e moderada resposta do hospedeiro,
representada pelo infiltrado inflamatério mononuclear (Figura 7A). O padrdo de invasao
tumoral mais freqiiente foi caracterizado pela presenca de corddes grossos de células malignas
(Tabela 8 e Figura 7B).

O resultado individual da graduagdo histopatologica de malignidade com base nos

escores atribuidos para os carcinomas espinocelulares de boca pode ser visualizado no

APENDICE C.

Tabela 8 — Distribui¢do de freqiiéncia dos carcinomas espinocelulares de boca, segundo o
sistema de graduagdo de malignidade realizado no front de invasdo tumoral.
Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Caracteristica Escores
Morfoldgica 1 2 3 4
Grau de 41 58 19 13
gueratinizacao (31,30%) (44,28%) (14,50%) (9,92%)
Pleomorfismo 61 55 14 01
nuclear (46,57%) (41,98%) (10,69%) (0,76%)
] _ 69 56 06 0
NUmero mitoses
(52,67 %) (42,75%) (4,58%) (0%)
) 17 79 34 01
Padréao de invasao
(12,98%) (60,31%) (25,95%) (0,76%)
Resposta do 56 62 13 0

hospedeiro (42,75%) (47,33%) (9,92%) (0%)




Figura 7— Carcinoma espinocelular com intensa queratinizacdo e intenso infiltrado inflamatorio
mononuclear (A). Em B, nota-se padrio de invasdo tumoral caracterizado por corddes
grossos de células malignas (H&E).
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5.5.2 Analise microscopica quantitativa

A avaliagdo das vinte e cinco imagens microscopicas obtidas da por¢do tumoral mais
profunda capturadas para cada um dos 131 carcinomas espinocelulares de boca revelou uma
média de 57,10eosinéfilos/mm’ (desvio padrio = 57,43 eosindfilos/mm?), sendo o valor
minimo de zero e 0 maximo de 282 eosinofilos por milimetro quadrado.

A classificagdo da eosinofilia tecidual associada aos tumores de acordo com sua
intensidade em ausente/discreta, moderada e intensa foi feita baseando-se nos tercis do
numero de eosindfilos por milimetro quadrado obtidos nos 131 espécimes estudados,
resultando em trés grupos distintos descritos na Tabela 9.

A eosinofilia tecidual discreta ou intensa associada aos carcinomas espinocelulares de
boca pode ser visualizada nas Figuras 8A e B.

O resultado individual da contagem de eosinofilos na por¢do tumoral mais profunda

para cada um 131 carcinomas espinocelulares de boca pode ser observado no APENDICE D.

Tabela 9 — Distribui¢do de freqiiéncia dos carcinomas espinocelulares de boca, segundo a
intensidade da eosinofilia tecidual. Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sdo Paulo,

1984 a 2002.

Eosinofilia tecidual N %
Ausente/Discreta (0 a 21 eosin6filos/mm?) 43 32,82
Moderada (22 a 68 eosin6filos/mm?) 44 33,59
Intensa (69 a 282 eosindfilos/mm?) 44 33,59

TOTAL 131 100

N: nimero de tumores
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Figura 8 — Diferentes intensidades da eosinofilia tecidual associada aos carcinomas espinocelulares de
boca. Em (A), nota-se eosinofilia intensa e em (B) eosinofilia discreta (H&E).
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5.6 CORRELACAO ENTRE OS GENOTIPOS 434 DO GENE ECP E A INTENSIDADE
DA EOSINOFILIA TECIDUAL ASSOCIADA AOS TUMORES

Notou-se uma distribui¢do semelhante dos genotipos 434 do gene ECP nos pacientes
com carcinomas espinocelulares de boca com diferentes intensidades de eosinofilia tecidual.

A maioria dos pacientes que possuia o genotipo 434GG (35,7%) apresentou tumores
com intensa eosinofilia tecidual. Dentre os 75 pacientes portadores dos genotipos 434GC/CC,

34,7% apresentaram eosinofilia tecidual ausente/discreta, como mostra a Tabela 10.

Tabela 10 — Correlacao entre os gendtipos 434 do gene ECP e a intensidade da eosinofilia
tecidual associada aos tumores nos pacientes com carcinoma espinocelular de
boca. Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Gendtipo 434GG Genotipos 434GC/CC

Eosinofilia tecidual p*
N % N %
Ausente/Discreta 17 30,4 26 34,7
Moderada 19 33,9 25 333 0,854
Intensa 20 35,7 24 32,0
TOTAL 56 100,0 75 100,0

N: numero de pacientes
p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%

Na andlise do subgrupo dos 44 pacientes com CEC de boca e eosinofilia tecidual
intensa, em relacdo aos diferentes gendtipos do gene ECP, algumas variaveis relativas ao
tratamento e evolucdo dos individuos mereceram destaque e foram incluidas na Tabela 11.

Houve uma tendéncia de os pacientes com CEC de boca e gendtipos 434GC/CC
apresentarem uma maior porcentagem de esvaziamento cervical bilateral (45,8%), maior
ocorréncia de recidiva local (29,2%), embolizagdo vascular (37,5%), comprometimento das
margens cirurgicas (16,7%) e realizagdo de radioterapia poés-operatéria (79,2%), quando

comparados aos portadores de CEC de boca e genotipo 434GG.
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Tabela 11 — Correlagdo entre os gendtipos 434 do gene ECP e o tratamento, evolugdo e as
variaveis microscopicas de infiltragdo neoplasica no subgrupo de pacientes com
CEC de boca ¢ eosinofilia tecidual intensa. Hospital do Cancer A.C. Camargo,
Sao Paulo, 1984 a 2002.

Genotipo 434GG Genotipos 434GC/CC
Variavel p*
N % N %
Esvaziamento
Naio esvaziado 02 10,0 01 4,2
Ipsilateral 12 60,0 12 50,0 0.484
Ipsi e contralateral 06 30,0 11 45,8
Radioterapia
Sim 15 75,0 19 79,2 0,743
Nio 05 25,0 05 20,8
Recidiva local
Sim 04 20,0 07 29,2 0,484
Nio 16 80,0 17 70,8
Embolizagao vascular”
Ausente 15 78,9 15 62,5 0,244
Presente 04 21,1 09 37,5
Margens cirargicas
Livres 20 100,0 20 83,3 0,056
Comprometidas 0 0 04 16,7
TOTAL 20 100,0 24 100,0

N: nimero de pacientes
p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
#: excluidos os pacientes com informagdes ignoradas
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5.7 CORRELACAO ENTRE OS GENOTIPOS 434 DO GENE ECP E AS VARIAVEIS
CLINICAS E MICROSCOPICAS

Nenhuma diferenca estatistica significativa foi obtida entre os gendtipos 434 do gene
ECP e as caracteristicas demograficas (género, idade e raga) e histdria clinica (tabagismo,
etilismo e eosinofilia sangiiinea), como mostra a Tabela 12.

A associacdo entre os genodtipos e as caracteristicas clinicas dos pacientes com
carcinoma espinocelular de boca pode ser visualizada na Tabela 13.

Independente do gendtipo, a lingua constituiu a localizagao tumoral mais freqiiente,
embora uma correlacdo estatistica significativa ndo tenha sido obtida entre a localizagdo
anatomica do tumor e os diferentes genotipos.

Na ocasido do diagnostico, a maioria dos pacientes apresentava estadiamento clinico
avangado (III ou IV), como pode ser observado na Tabela 13. Ao comparar os dois grupos,
notou-se que 43 (69,4%) dos individuos com o gendtipo 434GG e 70 (76,1%) com os
gendtipos 434 GC/CC apresentavam estadios clinicos Il ou I'V.

Quanto ao estadiamento clinico T, no grupo 434GG, observaram-se freqiliéncias
(31,7%) 1dénticas de tumores classificados como T2 e T4. Dentre os pacientes que
apresentavam os gendtipos 434GC/CC, verificou-se que a maioria (36,9%) apresentou
tumores T4 (Tabela 13).

Verificou-se que 36,5% dos pacientes com o gendtipo 434GG apresentavam
linfonodos palpaveis no momento do diagndstico. No grupo 434GC/CC, 43 (46,7%)

individuos apresentavam comprometimento dos linfonodos regionais (Tabela 13).
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Tabela 12 — Correlagdo entre os genotipos 434 do gene ECP, as caracteristicas demograficas
e historia clinica dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca. Hospital
do Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Variavel Gendtipo 434GG Genétipos 434 GC/CC .
N % N % P
Género
Masculino 49 76,6 75 80,6 0,537
Feminino 15 23,4 18 194
Idade
<57 anos 33 51,6 48 51,6 0,995
> 57 anos 31 48,4 45 48,4
Raca
Branca 59 92,2 87 93,5
Amarela 01 1,6 02 2,2 0,949
Negra 01 1,6 01 1,1
Outra 03 4,6 03 32
Tabagismo”
Sim 49 77,8 73 80,2 0,713
Nao 14 22,2 18 19,8
Etilismo®
Sim 40 63,5 67 72,8 0,217
Nao 23 36,5 25 27,2
Eosinofilia sangiiinea”
Sim 07 15,2 12 19,4 0,577
Nao 39 84,8 50 80,6
TOTAL 64 100,0 93 100,0

N: nimero de pacientes
p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
#: excluidos os pacientes com informagdes ignoradas




113

Tabela 13 — Correlagdo entre os genotipos 434 do gene ECP e as caracteristicas clinicas dos
pacientes com carcinoma espinocelular de boca. Hospital do Céncer A.C.
Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Variavel Gendtipo 434GG Genotipos 434 GC/CC .
N % N %
Localizacéo
Lingua 28 43,7 38 40,9
Assoalho 09 14,1 19 20,4
Gengiva superior 02 3,1 02 2,1
Palato duro 0 0 01 1,1 0,546
Palato mole 03 4,7 05 5,4
Gengiva inferior 11 17,2 11 11,8
Mucosa jugal 02 3,1 09 9,7
Area retromolar 09 14,1 08 8,6
Estadio clinico”
I 04 6,4 09 9,8
I 15 24,2 13 14,1 0,320
11 22 35,5 30 32,6
v 21 33,9 40 43,5
Estadio T*
T1 06 9,6 10 10,9
T2 20 31,7 23 25,0 0,808
T3 17 27,0 25 27,2
T4 20 31,7 34 36,9
Estadio N*
NO 40 63,5 49 53,3 0,206
N+ 23 36,5 43 46,7
TOTAL 64 100,0 93 100,0

N: numero de pacientes
p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
#: excluidos os pacientes com informagdes ignoradas
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De acordo com os critérios de inclusdo estabelecidos para esse estudo, todos os
pacientes foram submetidos a cirurgia como tratamento inicial, sendo que em 10,19% dos
pacientes ndo foi realizado esvaziamento cervical, em 51,59 % realizou-se esvaziamento
cervical ipsilateral e em 38,22% desses realizou-se esvaziamento ipsi e contralateral
simultaneamente como parte do tratamento cirurgico. Na compara¢do entre 0s grupos, o
esvaziamento cervical foi realizado em 93,8% dos individuos com o gendtipo 434GG e em
87,1% dos pacientes 434GC/CC (Tabela 14).

A radioterapia pds-operatoria, como complementacdo do tratamento, foi realizada em
68,15% dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca. Notou-se uma distribui¢ao
semelhante entre o numero de pacientes que receberam radioterapia pos-operatoria,
independentemente do genotipo (Tabela 14).

A ocorréncia de recidiva local foi observada em 22,29% dos pacientes com carcinoma
espinocelular de boca. A maior freqiiéncia dessa recidiva (22,6%) ocorreu nos pacientes com
os genotipos 434GC/CC, como mostra a Tabela 14.

A recidiva regional foi detectada em 14,1% dos pacientes com o genotipo 434GG e
em 17,2% dos portadores dos genotipos 434GC/CC (Tabela 14).

As metastases a distancia ocorreram 17,83% dos pacientes com carcinoma
espinocelular de boca, sendo o pulmao o local mais acometido. A maior freqiiéncia (20,3%)
desse evento ocorreu nos individuos com o genotipo 434GG (Tabela 14).

Constatou-se o desenvolvimento de um segundo tumor primdrio em 16,56% dos
pacientes, sendo as freqliéncias observadas entre os diferentes gendtipos muito semelhantes,

como demonstra a Tabela 14.
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Tabela 14 — Correlagdao entre os genotipos 434 do gene ECP, tratamento e evolugcdo dos
pacientes com carcinoma espinocelular de boca. Hospital do Céncer A.C.
Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Variavel Genotipo 434GG GenGtipos 434 GC/CC .
N % N %

Esvaziamento
Naio esvaziado 04 6,2 12 12,9
Ipsilateral 36 56,3 45 48,4 0,347
Ipsi e contralateral 24 37,5 36 38,7

Radioterapia
Sim 44 68,8 63 67,7 0,894
Nao 20 31,2 30 32,3

Recidiva Local
Sim 14 21,9 21 22,6 0,917
Nio 50 78,1 72 77,4

Recidiva regional
Sim 09 14,1 16 17,2 0,597
Nao 55 85,9 77 82,8

Metastase distancia
Sim 13 20,3 15 16,1 0,501
Nao 51 79,7 78 83,9

Segundo tumor
Sim 11 17,2 15 16,1 0,861
Nao 53 82,8 78 83,9

TOTAL 64 100,0 93 100,0

N: numero de pacientes
p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
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As correlagdes entre os genotipos 434 do gene ECP e as varidveis microscopicas de
infiltracao neoplasica podem ser visualizada na Tabela 15.

Mesmo sem uma associacdo estatistica significativa e excluindo os pacientes com
informagdes ignoradas, notou-se uma maior freqiiéncia de emboliza¢do angio-linfatica
(29,0%) e infiltragcdes perineural (57,4%), muscular (100,0%), 6ssea (37,5%) e glandular
(37,5%) nos pacientes com o gen6tipo 434GG (Tabela 15). As imagens 9A e B exemplificam
tumores que apresentaram infiltracdes muscular e perineural.

Verificou-se diferenga estatisticamente significativa (p=0,01) entre os genoétipos,
quanto as margens cirargicas. Em 100% dos carcinomas espinocelulares dos pacientes com o
genotipo 434GG, as margens apresentaram-se livres de comprometimento neoplasico,
enquanto que 9,9% dos pacientes com o genotipo 434GC/CC apresentaram margens
comprometidas (Tabela 15).

Dentre os 141 pacientes submetidos ao esvaziamento cervical, 53,19% apresentaram
metastase em linfonodos regionais, confirmada microscopicamente (pN+). As freqliéncias de
comprometimento linfonodal microscopico foram semelhantes entre os portadores do

genotipo 434GG (53,3%) e os que possuiam os genotipos 434GC/CC (53,1%).
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Tabela 15 — Correlagdo entre os genotipos 434 do gene ECP e a infiltracdo tumoral nos
pacientes com carcinoma espinocelular de boca. Hospital do Céncer A.C.
Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Variavel Genotipo 434GG Gendtipos 434 GC/CC .
N % N %

Embolizac&o vascular”
Ausente 44 71,0 64 73,6 0,727
Presente 18 29,0 23 26,4

Infiltracdo perineural”
Ausente 26 42,6 44 50,6 0,340
Presente 35 57,4 43 49,4

Infiltracdo muscular®
Ausente 0 0 01 2,6 0,385
Presente 29 100,0 38 97,4

Infiltracio 6ssea”
Ausente 15 62,5 24 68,6 0,628
Presente 09 37,5 11 31,4

Infiltracdo glandular”
Ausente 20 62,5 25 64,1 0,889
Presente 12 37,5 14 35,9

Margens cirdrgicas
Livres 64 100,0 82 90,1 0,010
Comprometidas 0 0 09 9,9

Comprometimento

linfonodal™
pNO 28 46,7 38 46,9 0,977
pN+ 32 533 43 53,1

TOTAL 64 100,0 93 100,0

N: numero de pacientes

p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
#: excluidos os pacientes com informagdes ignoradas

##: excluidos os pacientes nao submetidos ao esvaziamento cervical
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Figura 9 — Infiltragdes perineural (A) e muscular (B) do carcinoma espinocelular de boca (H&E).
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5.8 CORRELACAO ENTRE A INTENSIDADE DA EOSINOFILIA TECIDUAL
ASSOCIADA AOS TUMORES E AS VARIAVEIS CLINICAS E MICROSCOPICAS

A intensidade da eosinofilia tecidual associada aos carcinomas espinocelulares de boca
néo mostrou correlagdo com as principais variaveis demograficas e clinicas (APENDICES E e
F), bem como com o tratamento e a evolugdo dos pacientes (APENDICE G) e as variaveis
microscopicas de infiltragdo neoplésica, incluindo embolizacdo vascular e infiltragdes
perineural, muscular, 6ssea e glandular (APENDICE H). Nessa populagdo de estudo, a
eosinofilia tecidual associada aos tumores (TATE) nao se mostrou fator de prognostico

significativo (APENDICES 1, J e K).

5.9 ANALISE DE SOBREVIDA

O periodo de seguimento clinico dos 131 pacientes com carcinoma espinocelular de
boca variou de 0,07 a 273,88 meses (média 54,9; desvio padrao 46,5). Ao final do periodo de
seguimento, a maioria dos pacientes (49,62%) veio a 6bito em decorréncia do tumor primario,
31,30% estavam vivos e sem evidéncias de recidiva da doenga, 11,45% morreram por outras
causas nao relacionadas ao cancer, 3,05% tiveram morte pds-operatoria e 1,53% estavam
vivos com a doenga. Quatro pacientes (3,05%) foram considerados perdidos de vista.

Em relacdo aos genotipos 434 do gene ECP, as probabilidades das sobrevidas global,
especifica por cancer e livre de doenga, acumuladas em cinco e dez anos, foram calculadas
pelo estimador limite de Kaplan-Meier.

A comparagdo entre as curvas das sobrevidas global, livre de doenca e especifica por
cancer, realizada através do teste de log-rank, ndo apresentou diferenga estatisticamente
significativa entre aos genotipos 434 do gene ECP. As Tabelas 16, 17 e 18, bem como as
Figuras 10, 11 e 12, apresentam, respectivamente, as probabilidades das sobrevidas global,

livre de doenga e especifica por cancer acumuladas em cinco e dez anos.
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Tabela 16 — Distribui¢do dos genotipos 434 do gene ECP, de acordo com a sobrevida global
para cinco e dez anos. Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a

2002.
Sobrevida global
Variavel 5 anos 10 anos
p
(%) (%)
434GG 49,3 31,6
0,763
434GC/CC 48,3 22,1
p: nivel descritivo do teste log-rank
1,0
0,8- Gendétipos
GG
—I1GC/CC
<+ GG: censurado
< + GciCC: censurado
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Figura 10 — Sobrevida global dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca, de acordo com os
gendtipos 434 do gene ECP. Porcentagem de sobrevida acumulada de acordo com a
técnica de Kaplan-Meier.
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Tabela 17 — Distribuigdo dos genotipos 434 do gene ECP, de acordo com a sobrevida livre de
doenga para cinco e dez anos. Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sdo Paulo,

1984 a 2002.
Sobrevida livre de doenca
Variavel 5 anos 10 anos
Y
(%) (%)
434GG 51,4 434
0,733
434GC/CC 52,8 44.9
p: nivel descritivo do teste log-rank
1,0
Gendétipos
0,8 GG
—I1Gcice

4+ GG: censurado
4+ GcICC: censurados
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Figura 11 — Sobrevida livre de doenga dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca, de acordo
com os gendtipos 434 do gene ECP. Porcentagem de sobrevida acumulada de acordo com
a técnica de Kaplan-Meier.
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Tabela 18 — Distribuicao dos gendtipos 434 do gene ECP, conforme a sobrevida especifica
por cancer para cinco e dez anos. Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo,

1984 a 2002.
Sobrevida especifica por cancer
Variavel 5 anos 10 anos
p
(%) (%)
434GG 50,2 36,9
0,607
434GC/CC 52,2 52,2
1,0
. Genétipos
22 0.8 MGG
= I GcicC
2 -+ GG: censurado
S -+ GCICC: censurado
S 0,61
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Figura 12 — Sobrevida especifica dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca, de acordo com
os gendétipos 434 do gene ECP. Porcentagem de sobrevida acumulada de acordo com a
técnica de Kaplan-Meier.
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6 DISCUSSAO

A proteina catidnica eosinofilica (ECP) representa uma das principais proteinas
secretadas pelos eosinofilos ativados. Atualmente, a mensuragdo de seus niveis em diversos
fluidos corporais, especialmente no soro, tem sido utilizada como marcador clinico de alta
sensibilidade da atividade e do “turnover” dessas células, mostrando uma forte correlacao
com a destruicao tecidual (NAVARRO et al., 2008; KOH et al., 2006; CARRERAS et al.,
2005; SCHMEKEL et al., 2001; VENGE et al., 1999; VENGE et al., 1998).

Particularmente na asma, patologia em que a ECP tem sido amplamente estudada, sua
atividade na estimulacdo e producdo de muco pelas vias dreas, assim como a liberacdo de
histamina pelos basofilos e mastocitos, reforcam as afirmativas de que os niveis dessa
proteina refletem a intensidade da inflamagao das vias aéreas e apresentam associacdo com o
desenvolvimento de sintomas alérgicos (ROSENBERG, PHIPPS e FOSTER, 2007; KOH et
al., 2006; VENGE et al., 1999).

Dentre as diversas propriedades bioldgicas da ECP, destaca-se a sua atividade
citotoxica contra bactérias, parasitas, virus, células epiteliais respiratorias, bem como células
tumorais (KOH et al., 2006; PRUSSIN e METCALFE, 2006; ROTHENBERG ¢ HOGAN,
2006; CARRERAS et al., 2005; VENGE et al., 1999; VENGE et al., 1998; GLEICH,
ADOLPHSON e LEIFERMAN, 1993).

Uma pesquisa recente (TRULSON et al., 2007) demonstrou que a ECP apresenta
diversas formas moleculares e que suas atividades biologicas, incluindo a citotoxicidade,
podem ser alteradas. Parte dessa heterogeneidade funcional deve-se a diferencas na
glicosilacdo da molécula, ja que a mesma apresenta trés locais potenciais para esse evento na
sua seqiiéncia de aminoacidos (TRULSON et al., 2007; ERIKSSON et al., 2007b; KOH et al.,
2006; VENGE et al., 1999; VENGE et al., 1998). Além dessas modificagdes pos-traducionais,
a presenca de polimorfismos genéticos pode alterar o nivel de producdo ou a funcido da
proteina, contribuindo naturalmente para a patogénese ou progressdo de uma doenca
(MOLIN, 2004).

Dentre os diversos polimorfismos detectados no gene ECP, alguns estudos
(MUNTHE-KAAS et al., 2007; ERIKSSON et al., 2007a; JONSSON et al., 2006; MOLIN,
2004; NOGUCHI et al., 2003; JONSSON et al., 2002) demonstraram a associacao do
polimorfismo 434(G>C) com diferentes patologias: infec¢do por S. mansoni e freqiiéncia de

fibrose periportal (ERIKSSON et al., 2007a), desenvolvimento de sintomas alérgicos na asma




128

(MUNTHE-KAAS et al.,, 2007; JONSSON et al.,, 2006, JONSSON et al., 2002) e o
prognostico desfavoravel em pacientes com Linfoma de Hodgkin (MOLIN, 2004).

Baseando-se nas premissas da possivel atividade antitumoral dos eosinofilos, por meio
das proteinas citotoxicas presentes em seus granulos, especialmente a ECP, (NAVARRO et
al., 2008; TRULSON et al., 2007) e da contribui¢do da TATE intensa para o prognostico
favoravel dos pacientes com carcinoma espinocelular (CEC) de boca (DORTA et al., 2002),
idealizou-se o presente trabalho. O principal questionamento foi verificar se os pacientes que
possuiam tumores com TATE intensa apresentavam um gendtipo 434 do gene ECP especifico
e se a presenga do polimorfismo em questdo poderia influenciar a evolugdo clinica e o
prognostico dos pacientes com CEC de boca.

Para analise do polimorfismo 434(G>C) do gene ECP, nossa casuistica foi composta
de 322 pacientes (Tabela 2), sendo 157 portadores de CEC de boca submetidos a tratamento
no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otorrinolaringologia do Hospital do
Cancer A.C. Camargo, no periodo de 1984 a 2002. Um total de 165 individuos sem historia
ou suspeita dessa neoplasia maligna, pertencentes ao Banco de Controles do Laboratdrio
Neogene do Departamento de Urologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-
UNESP), foi utilizado com o objetivo de comparar a distribui¢do desse polimorfismo na
populagdo em geral.

O grupo controle foi constituido predominantemente por homens (72,12%), da raga
branca (55,76%) e com idade superior a 51 anos (Tabela 5). Na comparacao das freqiiéncias
genotipicas entre os pacientes com CEC de boca e o grupo controle, optou-se pela auséncia de
pareamento por sexo e idade, ja que as variaveis em questao constituem fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer de boca, porém nao exerceriam influéncia sobre os genotipos dos
individuos.

A andlise das caracteristicas morfologicas tumorais ¢ quantificagdo do nimero de
eosinofilos presentes na regido do “front” de invasao foram realizadas em 131 pecas
cirirgicas; entretanto, 26 espécimes foram excluidos da amostra pela impossibilidade de
obtencdo de laminas contendo fragmentos representativos da neoplasia e/ou blocos de
parafina.

Os dados referentes a andlise das caracteristicas clinicas dos pacientes com CEC de
boca revelaram uma predomindncia de individuos brancos (93%), do género masculino
(78,98%) e com idade média de 57,04 anos (Tabela 3). O perfil clinico observado nesse

trabalho encontra-se em concordancia com aquele descrito em estudos anteriores
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(BINAHMED, NASON e ABDOH, 2007; LORENA et al., 2003a; LORENA et al., 2003b;
DORTA et al., 2002).

O tabagismo e o etilismo foram freqiientes em nossa casuistica, sendo detectados em
77,71% e 68,16% dos pacientes, respectivamente, de cujo total 61,78% eram tabagistas e
etilistas simultaneamente (Tabela 3). Nossos dados refor¢am as constatagdes de que o
consumo de tabaco constitui o fator de risco mais importante para o CEC de boca e que o
alcool parece agir sinergicamente com o fumo, potencializando sua agio (WOOLGAR, 2006;
PARISE JR, 2000).

A eosinofilia sangiiinea foi observada em 12,1% dos pacientes com CEC de boca
(Tabela 3). Nossos resultados estdo dentro dos valores descritos na literatura, sendo que
alguns autores (HORIE et al., 2007) relatam a presenca da eosinofilia sangiiinea em 5% a
33% dos pacientes com CEC de boca. Apesar de outros trabalhos detectarem a presenca desse
fenomeno em 34,4% (DORTA et al., 2002) e 33,3% (LORENA et al., 2003a; LORENA et al.,
2003b) de suas amostras, nossas taxas podem ter sido menores pelo fato de que 49 pacientes
ndo puderam ser avaliados, devido a inexisténcia de hemograma pré-operatdrio em seus
respectivos prontudrios.

A lingua constituiu o local mais acometido pelo CEC (42,04%) (Tabela 4), sendo que
as lesdes ulcero-infiltrativas representaram a forma mais comum de apresentacao (78,98%) do
tumor. Esses dados sdo similares aos descritos por outros autores (BINAHMED, NASON e
ABDOH, 2007; LORENA et al., 2003a; LORENA et al., 2003b; DORTA et al., 2002;
PARISE JR, 2000).

Verificou-se que a maioria dos pacientes (34,39%) apresentou tumores classificados
como T4 (Tabela 4). Quanto ao estadiamento clinico T, nosso resultado ndo pode ser
comparado aos de DORTA et al. (2000) e LORENA et al. (2003a, 2003b), ja que somente
tumores classificados como T1, T2 e T3 foram incluidos nesses estudos.

Na ocasido do diagndstico, 56,70% dos pacientes com CEC de boca foram estadiados
como NO e 42,03% apresentaram linfonodos da regido do pescogo com comprometimento
tumoral (Tabela 4). Uma pesquisa recente (BINAHMED, NASON e ABDOH, 2007)
realizada com 425 pacientes portadores de CEC de boca, detectou a presenca linfonodos
positivos em 26% da sua amostra. A alta porcentagem de comprometimento linfonodal
observada em nossa casuistica pode ser explicada pelo grande nimero de tumores
classificados como T3 e T4, pois o tamanho do tumor apresenta estreita associagdo com
aumento do risco de recorréncia local e metastases linfonodais, além de contribuir para

menores taxas de sobrevida (WOOLGAR, 2006).
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Em relacdo aos genotipos 434 do gene ECP, notou-se uma predominancia de
heterozigotos (434GC) nos pacientes com CEC de boca (57,97%) e no grupo controle
(53,33%), como mostra a Tabela 6. Nossos resultados contrastam com os de outros autores
(JONSSON et al. 2006; MOLIN et al., 2004; JONSSON et al. 2002), os quais encontraram
uma maior freqliéncia de homozigotos para o alelo 434G em populagdes escandinavas.
Contudo, experimentos realizados em populagdes provenientes da Uganda e do Sudao,
compostas por diferentes tribos, também detectaram um predominio de heterozigotos para
esse polimorfismo (ERIKSSON et al., 2007a). A diversidade étnica e a intensa miscigenagao
observada nas populagdes brasileira e africana poderiam justificar as discrepancias
apresentadas entre os diferentes estudos, no que diz respeito as freqii€éncias genotipicas.

Em nossa casuistica, notou-se um desvio das freqiiéncias genotipicas esperadas pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg. Deve-se considerar que esse teorema constitui um modelo
teorico, no qual as freqliéncias génicas e genotipicas tendem a permanecer constantes nas
populagdes com unides ao acaso € na auséncia de fatores evolutivos como mutagdo, selecao,
fluxo génico de migrantes e deriva genética (BEIGUELMAN, 1977; FREIRE-MAIA, 1974).
Evidentemente, as condi¢cdes citadas ndo sdo satisfeitas completamente por qualquer
populacdo real (BEIGUELMAN, 1977). Se considerarmos que grupos €tnicos ¢ populacdes
separadas geograficamente diferem umas das outras em freqliéncias génicas e que existem
altas taxas de endogamia entre grupos étnicos locais, entdo a reprodu¢do nao ¢ aleatdria e as
premissas necessarias para o equilibrio de Hardy-Weinberg deixam de ser satisfeitas
(GRIFFITHS et al. 2006), como foi observado em nossa casuistica.

Quanto a graduacdo histopatologica de malignidade, a maior parte dos tumores
avaliados apresentou grau moderado de queratinizagdo, escasso pleomorfismo nuclear, poucas
figuras de mitose e padrao de invasdo caracterizado por corddes grossos de células malignas
(Tabela 8, Figuras 7A e B). Na grande maioria dos espécimes cirirgicos, notou-se a presenga
de um infiltrado inflamatorio mononuclear que variou de moderado a intenso, muitas vezes
associado a TATE, refletindo a resposta do hospedeiro frente as células neoplasicas. Outros
autores (LORENA et al., 2003a; DORTA et al. 2000) também verificaram uma associagao
entre a eosinofilia tecidual e o infiltrado inflamatério mononuclear, caracterizado
predominantemente por linfocitos e plasmacitos.

Os mecanismos responsaveis pelo recrutamento e actimulo dos eosinéfilos nas
neoplasias malignas ndo estdo totalmente estabelecidos (MINGOMATAJ, 2008; LORENA et
al., 2003a; SAMOSZUK, 1997). Entretanto, componentes das respostas imunes inata e
adaptativa parecem estar envolvidos nesse processo (ELLYARD, SIMSON e PARISH, 2007;
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SIMSON et al., 2007; MITCHELL et al., 2006; ABBAS e LICHTMAN, 2005). Ha hipoteses
que sugerem que os linfocitos TCD4 " e “natural killer” (NK) sdo capazes de secretar citocinas
caracteristicas da resposta Th2, como a IL-4 e IL-5, as quais apresentam um potente efeito
quimiotatico para os eosinofilos (ELLYARD, SIMSON e PARISH, 2007; SIMSON et al.,
2007; COSTELLO, O’CALLAGHAN e SEBAHOUN, 2005; LORENA et al., 2003a). Além
disso, a a¢do coordenada da eotaxina, expressa pelas células Th2, células epiteliais malignas e
pelos proprios eosindfilos, parece ser fundamental para a permanéncia desses granuldcitos nos
tumores malignos (ELLYARD, SIMSON e PARISH, 2007, LORENA et al., 2003a). Alguns
autores (CORMIER et al., 2006) especulam que metabolitos do acido araquiddnico, 5-oxo-
eicosandides ou mediadores lipidicos, como fator ativador plaquetirio (PAF), podem
representar outros agentes potenciais para esse evento.

Experimentos recentes realizados em modelo animal, empregando-se injecdo
subcutanea de linhagens celulares de melanoma (CORMIER et al., 2006), demonstraram que
o recrutamento dos eosindfilos para os tumores constitui uma resposta inflamatoria inicial e
persistente do hospedeiro, independente da resposta Th2. Dentre os oito CECs de boca
classificados como T1 que compuseram nossa amostra, apenas um deles apresentou TATE
intensa, contrariando a afirmativa anterior de que o acimulo de eosindfilos representa uma
resposta inicial do hospedeiro frente ao tumor.

Nas regides necroticas do tumor, os mesmos autores (CORMIER et al., 2006)
observaram uma grande concentragdo de eosinéfilos, bem como a presenga de uma marcagao
difusa da matriz extracelular pelo anticorpo anti-MBP, indicativa de degranulacdo dessas
células. Baseados nessas evidéncias, os autores sugeriram que areas de necrose liberam
fatores quimiotaticos para os eosindfilos. Em nossa casuistica, a despeito da exclusdo, da
analise microscopica, de tumores com extensas areas de necrose, um grande nimero de
eosinofilos foi observado no “front” de invasdo (Figura 8A), em intima relacdo com as células
epiteliais malignas, demonstrando que as areas de necrose ndo constituiram a fonte primaria
de fatores quimiotaticos para esses granulocitos, nos CECs de boca avaliados.

Em relagdo a participacdo dos eosindfilos nas neoplasias malignas, duas vertentes de
pensamento podem ser encontradas na literatura: uma defende a hipdtese de que o eosindfilo
exerca uma fun¢do antitumoral e a outra sugere que essas cé¢lulas fagam parte de uma resposta
do tecido conjuntivo do hospedeiro frente a destrui¢do tecidual causada pelo desenvolvimento
do tumor (MINGOMATAIJ, 2008; LOTFI, LEE ¢ LOTZE, 2007, CORMIER et al., 2006;
SAMOSZUK, 1997).
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A fungdo protetora dos eosindfilos contra a progressdo do tumor se correlaciona
principalmente com a sintese e secre¢ao das proteinas citotoxicas estocadas em seus granulos
especificos, como a ECP, MBP, EDN e EPO (SIMSON et al., 2007; LORENA et al., 2003a;
VENGE et al, 1999; SAMOSZUK, 1997, TRULSON, NILSSON e VENGE, 1997;
LEIGHTON et al., 1996). Em pacientes com adenocarcinoma renal, notou-se um aumento dos
niveis séricos das proteinas ECP, EPO e EDN antes e durante o tratamento com IL-2 e IFN-a,
sugerindo que a secre¢do dessas proteinas pode ser desencadeada via TNF-a e pela interagdao
direta do eosindfilo com as células malignas por meio de mecanismo anticorpo-dependente
(TRULSON, NILSSON e VENGE, 1997). Além disso, o microambiente tumoral parece
influenciar a atuacao dos eosinofilos, produzindo sinais para sua degranulagdo e conseqiiente
destruicdo das células malignas (MUNITZ e LEVI-SCHAFFER, 2004).

A participacdo dos eosindfilos nos processos de deposicdo e remodelagdo do tecido
conjuntivo em diversas condigdes fisiologicas e patologicas fundamenta a teoria da possivel
fungdo “reparadora” dessa célula (MUNITZ e LEVI-SCHAFFER, 2004). Estudos in vitro
(LEVI-SCHAFFER et al., 1999) demonstraram que eosinofilos humanos afetam diretamente
a proliferacao dos fibroblastos dérmicos e pulmonares, assim como a sintese de colageno e a
contracdo das fibras colagenas, por meio da liberacdo de TGF-B. Contudo, os dois tipos de
fibroblastos avaliados apresentaram respostas diferentes, sendo que houve um aumento da
sintese de coldgeno pelo tipo celular dérmico e um decréscimo pelo pulmonar. Esses
resultados indicam a heterogeneidade dos diversos tipos de fibroblastos, bem como a varia¢ao
da fun¢do dos eosinodfilos no desenvolvimento dos processos de fibrose em diferentes tecidos
e localizagOes anatdémicas.

As proteinas eosinofilicas, como a ECP e MBP, parecem influenciar o comportamento
dos fibroblastos, ja que experimentos in vitro (HERNNAS et al., 1992) observaram que a ECP
foi capaz de inibir a degradacdo de proteoglicanas e aumentar o acumulo intracelular de
glicosaminoglicanas, ¢ a MBP interagiu sinergicamente com a IL-1 e TGF-p para aumentar a
produgdo de IL-6 pelos fibroblastos. Além disso, outras citocinas e fatores de crescimento
produzidos pelos eosinéfilos, como GM-CSF, TNF-a, FGF-2, NGF, VEGF, IL-4, IL-6 ¢ IL-
13, apresentam efeito pro-fibrogénico (ELLYARD, SIMSON e PARISH, 2007; MUNITZ e
LEVI-SCHAFFER, 2004).

Em adicdo, os eosindfilos parecem contribuir para a angiogénese, ja que sintetizam e
liberam muitos fatores pro-angiogénicos, como IL-8, IL-6, TGF-, GM-CSF e leucotrienos

vasoativos (LTC4 e LTD4) (MINGOMATAIJ, 2008; HOGAN, 2007; MUNITZ e LEVI-
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SCHAFFER, 2004), além de apresentarem imunopositividade para o b-FGF e VEGF,
substancias indutoras do crescimento, proliferacao e diferenciagdo de células endoteliais.

Além das evidéncias anteriores, experimentos in Vvitro demonstraram a capacidade da
ECP em degradar proteinas miofibrilares e do citoesqueleto associadas a membrana,
indicando que os eosinofilos podem contribuir para a degradacdo de células musculares em
lesdao tecidual causada, por exemplo, pela invasdao tumoral (SUGIHARA et al., 2001). Em
nossa amostra, a associacdo dos eosinéfilos com as fibras musculares esqueléticas foi uma
observacao microscopica freqiiente nos CECs de boca avaliados, o que parece reforcar a
participagdo dessas células na degradagdo muscular causada pelo invasdo neoplasica,
provavelmente por meio da liberacao da ECP. Entretanto, outras investigacdes da interagao da
ECP com as fibras musculares esqueléticas, in Vivo, sdo necessarias para confirmar essas
afirmativas.

A correlagdo de fatores progndsticos com a eosinofilia tecidual nos pacientes com
neoplasias malignas permanece controversa e até o presente momento, uma perspectiva
definitiva ainda ndo foi atingida (LOTFI, LEE e LOTZE, 2007; LEE e LEE, 2006).
Especificamente para os pacientes com CEC de boca, alguns estudos (DORTA et al., 2002;
GOLDSMITH et al., 1992; GOLDSMITH et al., 1987) tém demonstrado uma correlagdo da
TATE com progndstico favoravel, enquanto outros (WONG et al., 1999; HORIUCHI et al.,
1993) a relacionam com um prognostico desfavoravel.

As discrepancias encontradas entre os diferentes estudos, em relacdo a associacdo da
TATE com o progndstico dos pacientes, podem ser atribuidas a diversos fatores, tais como
critérios adotados para diagnostico e mensuracao, inclusao de espécimes obtidos de varias
localizagdes anatdmicas da regido de cabega e pescoco, tempo de proservacdo insuficiente,
utilizagdo de bidpsias para efetuar a contagem do nimero de eosindfilos, além de casuisticas
com baixa relevancia estatistica (HOGAN et al., 2007; LOTFI, LEE e LOTZE, 2007;
ALKHABULI e HIGH, 2006; CORMIER et al., 2006; ERCAN et al., 2005; DORTA et al.,
2002; LEIGHTON et al, 1996).

No presente trabalho, o numero de eosindfilos por superficie de drea tumoral nos
CECs de boca foi determinado com base na metodologia previamente estabelecida por
DORTA et al. (2002) e LORENA et al. (2003b). Em relagdo a mensuracao da TATE, estudo
recente (ALKHABULI e HIGH, 2006) comparando os resultados obtidos pelos métodos
classico e da densidade de células, sugeriu que essa ultima metodologia, como realizado por
DORTA et al 2002, reflete com mais exatiddo a TATE nos CECs de boca. Além disso, a

classificacdo da TATE, de acordo com sua intensidade, foi feita baseando-se nos tercis do




134

numero de eosinofilos por milimetro quadrado obtidos nos 131 CECs estudados, o que torna a
metodologia passivel de reproducdo e permite a comparacdo dos resultados obtidos em
diferentes estudos.

Quanto a correlagdo entre a TATE e o prognostico dos pacientes com CEC de boca,
nossos resultados nao conseguiram reproduzir os obtidos por DORTA et al. (2002), os quais
demonstraram que a eosinofilia intensa constituiu um fator de progndstico favoravel
independente. Todavia, algumas diferencas podem ser encontradas entre os dois estudos,
como numero de campos microscopicos avaliados, extensdo da analise microscopica,
estadiamento clinico dos pacientes e localizagdo tumoral. Como a grande maioria da nossa
amostra foi composta por pacientes com estadiamentos clinicos III e IV, a anélise isolada da
eosinofilia tecidual ndo apresentou grande influéncia sobre o prognostico, ja que tumores
avancados apresentam um prognostico desfavoravel, devido a maior dificuldade para o
planejamento terapéutico e baixo indice de cura, contribuindo para uma reducdo da sobrevida
desses individuos.

Na correlagao entre os genotipos 434 do gene ECP e a intensidade da TATE, nenhuma
diferenga estatistica significativa foi obtida (Tabela 10). Todavia, a andlise do subgrupo de
pacientes que tiveram tumores com intensa eosinofilia tecidual revelou que os individuos
434GC/CC apresentaram maior freqiiéncia de esvaziamento cervical bilateral (45,8%) e
radioterapia pos-operatoria (79,2%), assim como maiores taxas de recidiva local (29,2%), de
embolizacdo vascular (37,5%) e de comprometimento das margens cirurgicas (16,7%), quando
comparados aos portadores do gendtipo 434GG (Tabela 11). Com base nas diferengas numéricas
encontradas entre os dois grupos, pode-se sugerir que houve uma tendéncia de os pacientes com
gendtipo 434GC/CC apresentarem um pior prognostico.

O polimorfismo 434(G>C) do gene ECP, resultante da substituicdo de G por C na
posi¢do 434, causa uma alteracdo do aminoacido arginina para treonina na posi¢ao 97 do
peptideo maduro. Experimentos in vitro (TRULSON et al., 2007) sugeriram que a capacidade
citotoxica da ECP tem forte ligagdo com a regido do aminoacido 97 e que suas propriedades
bioldgicas sdo alteradas por esse polimorfismo, j4 que as proteinas recombinantes que
continham uma treonina na posi¢ao 97 perderam sua atividade citotoxica. No presente estudo,
a tendéncia de os pacientes com CEC de boca, intensa eosinofilia tecidual e gendtipos
434GC/CC apresentarem uma evolugdo clinica desfavoravel sugere que, a despeito da
presenga marcante dos eosindfilos nesses tumores, a possivel atividade antitumoral dessa
célula poderia estar comprometida, ja que as moléculas da proteina ECP codificadas na

presenca desse polimorfismo exibiriam propriedades citotoxicas inativadas. Embora seja uma
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hipotese interessante, devemos salientar que a analise isolada da influéncia de um polimorfismo
genético na atividade celular antitumoral, como realizado nesse estudo, pode ser de dificil
interpretagdo, tendo em vista as inimeras varidveis a serem consideradas no desenvolvimento e
evolucdo da neoplasia. Além disso, deve-se lembrar que a amostra de CECs de boca com TATE
intensa avaliados nesse trabalho foi pequena, o que torna necessaria a realizacdo de outras
pesquisas para confirmagao dos resultados obtidos.

O conhecimento sobre a participagdo do polimorfismo 434 (G>C) nas neoplasias
malignas ¢ limitado. Na literatura, o trabalho de MOLIN (2004) avaliou a correlacao desse
polimorfismo genético de base tinica com TATE e o prognostico dos pacientes com Linfoma
de Hodgkin. Os individuos que apresentavam tumores com eosinofilia intensa tiveram um
pior prognostico e o gendtipo 434GG apresentou associacdo com a presenca de esclerose
nodular histolégica e altas taxas de sedimentacdo de eritrdcitos, ambos indicadores de
prognosticos desfavoraveis.

Outro aspecto interessante da pesquisa de MOLIN (2004) referiu-se aos niveis séricos
da ECP. Na ocasido do diagnodstico, a maioria dos pacientes com Linfoma de Hodgkin
apresentou niveis elevados dessa proteina que se correlacionaram com a TATE intensa,
esclerose nodular histologica, alta taxa de sedimentacdo de eritrdcitos e maior leucometria.
Durante a proservagdo, notou-se uma reducdo dos niveis da ECP nos pacientes que
apresentavam remissao da doenca, entretanto somente um pequeno numero de individuos foi
submetido a essa nova mensuracao. Baseado nesses resultados, sugeriu-se que os niveis
séricos dessa proteina poderiam ser usados para avaliar os efeitos do tratamento,
especialmente para possiveis estratégias direcionadas contra os eosinofilos.

Verificou-se uma correlagao estatistica significativa (p= 0,010) entre os genotipos 434
do gene ECP e as margens cirurgicas (Tabela 15). Dos 157 pacientes com CEC de boca
avaliados, nove apresentaram tumores com margens comprometidas e, coincidentemente,
todos eram portadores dos gen6tipos 434GC/CC. Independente do gendtipo 434 do gene ECP
apresentado por esses pacientes, o estado das margens de ressec¢do constitui um importante
fator preditivo de prognostico (WOOLGAR, 2006), sendo que alguns autores (BINAHMED,
NASON e ABDOH, 2007) notaram uma maior probabilidade de sobrevida global (69%) em
cinco anos nos pacientes cujos tumores apresentavam margens livres, quando comparados
aqueles com margens exiguas (58%) e os com margens comprometidas (38%). Além disso, a
presenga de envolvimento das margens pelas células malignas aumentou o risco relativo de

morte em cinco anos em 90% desses pacientes.
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Nenhuma diferenga estatistica significativa foi detectada entre as probabilidades de
sobrevida global e livre de doencga, em relagdo aos gendtipos 434 do gene ECP (Tabelas 16 ¢
17, Figuras 10 e 11). Contudo, houve uma maior probabilidade de sobrevida global,
acumulada em dez anos, nos pacientes com CEC de boca que possuiam o genotipo 434GG
(Tabela 16, Figura 10).

Nos pacientes com os gendtipos 434GC/CC, notou-se que as probabilidades de
sobrevida especifica por cancer, acumuladas em cinco e dez anos, foram semelhantes (Tabela
18, Figura 12). Esse resultado indica que grande parte dos individuos portadores dos
gendtipos 434GC/CC veio a obito pela doenga antes do término dos 120 meses de
proservagao, demonstrando que esses pacientes apresentaram um pior progndstico, quando
comparados aqueles com geno6tipo 434GG.

Até o momento, o presente trabalho foi pioneiro no estudo da correlagdo entre a TATE
e o polimorfismo 434 do gene ECP nos pacientes com CEC de boca. A tendéncia a uma pior
evolugdo clinica para os pacientes com CEC de boca, TATE intensa e gendtipos 434GC/CC
justifica, no futuro, a investiga¢do mais criteriosa da interag¢do entre os eosinofilos e as células
epiteliais malignas, particularmente no que se refere a funcdo citotoxica das variantes
genéticas da ECP. Esse conhecimento podera contribuir para uma melhor compreensao da

atividade dos eosinéfilos na evolugdo das neoplasias malignas.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, verificou-se que:

v" houve uma predominancia dos individuos heterozigotos (434GC) para o polimorfismo

434(G>C) do gene ECP nos pacientes com CEC de boca e no grupo controle;

v’ a presen¢a de eosinofilos nos tumores, quantificada por analise morfométrica, variou
. . 2 . .
de zero e o maximo de 282 eosindfilos/mm”, sendo classificada como ausente/discreta
. 2
quando se observavam 0 a 21 eosinéfilos/mm”, moderada quando se observavam 22 a

68 eosindfilos/mm?” e intensa quando se observavam mais de 69 eosindfilos/mm?;

v" houve uma distribuigdo semelhante dos gendtipos 434 do gene ECP nos pacientes com

CEC de boca com diferentes intensidades de eosinofilia tecidual;

v" houve uma tendéncia dos pacientes com CEC de boca, TATE intensa e genétipos
434GC/CC apresentarem uma pior evolucao clinica, caracterizada por uma maior
porcentagem de esvaziamento cervical bilateral, maior ocorréncia de recidiva local,
embolizacdo vascular, comprometimento das margens cirurgicas e realizagdo de

radioterapia pds-operatoria;

v 0o polimorfismo 434 do gene ECP nio foi fator de progndstico significativo para os

pacientes com CEC de boca;

v' nenhuma correlagdo estatistica significativa foi obtida entre as probabilidades de
sobrevida global, livre de doenca e especifica por cancer, em relacdo aos gendtipos
434 do gene ECP; todavia houve uma maior probabilidade de sobrevida global,
acumulada em dez anos, nos pacientes com CEC de boca que apresentavam o

genotipo 434GG.

Baseados em nossos resultados, concluimos que houve uma tendéncia de os pacientes
com CEC de boca, intensa eosinofilia tecidual e genotipos 434GC/CC do gene ECP
apresentarem uma evolucdo clinica desfavoravel, quando comparados aos individuos com
genotipo 434GG, provavelmente pela presenca de uma variante genética dessa proteina com

propriedades citotoxicas alteradas.
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APENDICE A - Formulario utilizado para a coleta de dados clinicos e microscopicos
relativos aos pacientes com carcinoma espinocelular de boca.

Faculdade de Odontologia de Bauru / USP
Departamento de Estomatologia - Area de Patologia
Fundacéo Antdnio Prudente / Hospital do Cancer
Departamento de Anatomia Patoldgica
Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia
“Associacdo do polimorfismo do gene da proteina catidnica eosinofilica com a eosinofilia tecidual

associada aos tumores em carcinomas espinocelulares de boca”
Michele Conceicéo Pereira; Dra. Denise Tostes Oliveira; Dr. Gilles Landman; Dr. Luiz Paulo Kowalski

I. Identificag¢do e dados demograficos:
1. Numero no estudo:

RGH:

Idade: anos

Raga:[ ] 1-branca [ ]2-amarela [ |3-negra [ |4-outra
Residéncia: [ ] 1-capital [_]2-outra cidade de Sdo Paulo [_]3-outro estado

2
3
4. Género: | 1-masculino  [_]2-feminino
5
6

1. Historia clinica:

7. Tempo de historia: meses (999 se desconhecido)

8. Queixas: [_] 1-somente do t. primario [ ] 2-somente da metastase [ ] 3-ambos [ ] 9-desc.

9. Bidpsia prévia: [ ]0-ndo [ | 1-primario [ | 2-linfonodo [ ]3-ambos

10.  Historia familiar de cancer: [_|0-nio [ ] l-pais [ |2-irmAos [ |3-outros parentes [ ]9-desc.
11.  Tabagismo:[ ]0-ndo [ J1-+ []2-++ []3-+++ [J4-++++ []5-ex-fumante [ ]9-desc.
12.  Etilismo:[ ]0-ndo [ ]J1-+ []2-++ []3-+++ []4-++++ []5-ex-fumante [ |9-desc.

13.  Eosinofilia sangiiinea:

I11. Loco-regional:

14.  Local do tumor: [_] 1-1abio superior [ _]2-labio inferior [ ]3-lingua [ _]4-assoalho
[]5-gengiva superior [ | 6-palato duro [ ] 7-palato mole [ ] 8-gengiva inferior []9-mucosa jugal
[] 10-4rea retromolar

15.  Extensdo do tumor:[_|0-nio [ ] l-lingua [ ]2-assoalho [ ]3-gengiva [ ]4-retromolar
[]5-14bio superior [ ] 6-labio inferior [ ] 7-mucosa jugal [ ]8-palato [ ]9- loja amigdaliana
[]10-outros

16.  Linha média: [ | 1-dista>lecm [ |2-dista<lecm [ ]3-chega [ |4-ultrapassa <lcm
[]5-ultrapassa >lcm [ _]9-desc.

17.  Tipo de lesdo: [_] 1-tlcero-vegetante [ | 2-tlcero-infiltrativa [ ] 3-outra

18. Diametro aproximado da lesdo: cm
19.  Nivel de linfonodos ipsilaterais N+ clinicamente: [ ]0-ndo [ ]1-I []2-I1 []3-I1 []4-IV []5-V
20.  Diametro do maior linfonodo ipsi+: cm (0 se N-)

21.  Nivel de linfonodos contralaterais N+ clinicamente: [_|0-ndio [ 1-I []2-I1 []3-II1 []4-IV []5-V
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22. Diametro do maior linfonodo cont. +: cm (0 se N-)
23.  Mobilidade dos linfonodos: [ | I-méveis [ ] 2-diminuigdo de mobilidade [ ] 3-fix. superf.
[]4-fix. profunda [ ] 9-desc.
24, Estadio T (atualizar UICC 87):[]1-T1 [J2-T2 [13-T3 []4-T4 []9-Tx
25.  Estadio N (atualizar UICC 87):[J0-N0 [J1-N1 [J2-N2a [J3-N2b [J4-N2c []5-N3 [J9-Nx
IV. Cirurgia:
26.  Datadacirurgia:  / /
27.  Cir. Tumor primario: [_] 1-glossec. parcial [_]2-hemiglossec. [ ] 3-pelve glossec.
[]4-pelve (gl) mand. marg. (Pull) [] 5-pelve (gl) mand. sec. (com) [_]6-retrom.
[]7-retrom. ampliada [ _] 8-ressecgdo de labio
28.  Esvaz. cervical ipsilateral:[_|0-ndo [ ]J1-ESOH [ ]2-ECR [ ]3-ECRM (XI) [_]4-ECRM (XI+VJ)
29.  Esvaz. cervical contral. (simult.):[ ] 1-ndo [ ]2-ESOH [ ]3-ECRM (XI) [ _]4-ECRM (XI+VI])
30.  Esvaz. cervical: [ ]0-ndo [ ]1-monobloco [ ]2-dibloco []9-desc.
31. Data da alta hospitalar: ~ /  /

V. Radioterapia p6s-operatoria:

32.
33.
34.
35.
36.
37.

Datadoinicio / /  (0/0/0 se ndo fez)

Aparelho:[ ] 0-ndo fez [ ]1-ortov. [ |2-cesium [ |3-cobalto [ |4-AL

Dose campo cérvico-facial: Gy (0 se ndo fez)
Dose em fossa ipsilateral: Gy (0 se ndo fez)
Dose em fossa contralateral: Gy (0 se ndo fez ou irrad. unilateral)

Data do final: /]

V1. Anatomopatoldgico da pega da cirurgia inicial:

38.
39.
40.
41,
42.
43,
44,

45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.

Numero do AP:
Histologia do t. primério: [ ] 1-CEC1 []2-CECII []3-CECIII [ ]4-CEC SOE

Hipercromatismo: [_] 0-ausente [ ] I-discreto [ ]2-moderado [ ] 3-intenso
Pleomorfismo: [ ] 0-ausente [ ] I-discreto [ ]2-moderado [ ] 3-intenso
Mitoses atipicas: [_| 0-ausente [ ] 1-discreto [ ]2-moderado [ | 3-intenso
Queratinizagio: [_] 0-ausente [ ] 1-discreto [ ]2-moderado [ ] 3-intenso

Padriio de invasdo tumoral : [_] 1-compressivo [_] 2-corddes grossos [_] 3-corddes finos [ ] 4-células isoladas

Distribui¢do do infiltrado inflamatério: [ ] 1-focal [ _]2-difusa

Localizagio do infiltrado inflamatério: [_] 1- epitélio [ ]2- estroma [ _]3-ambos

Infiltrado inflamatorio PMN: [ ] 0-ausente [ ] 1-discreto [ ]2-moderado [ ] 3-intenso
Infiltrado inflamatdério MN: [_] 0-ausente [ ] 1-discreto [ ]2-moderado [ ] 3-intenso
Infiltrado inflamatdrio eosinofilico: [_] 0-ausente [ ] 1-discreto [ ]2-moderado [ ] 3-intenso
Embolizagio vascular: [ ]0-ndo [ ] 1-linfitica [ ]2-sangiiinea [ ]3-ambas [ ]9-ign.
Infiltragdo perineural: [ ] 0-ndo [ ] 1-presente [ ] 9-ignorado

Infiltragdo muscular: [ ]0-ndo [ ] I-presente [ | 9-ignorado

Infiltragdo 6ssea: [ ] 0-ndo [ ] 1-presente [ ] 9-ignorado

Infiltragdo de glandulas salivares: [ ] 0-ndo [ | I-presente [ | 9-ignorado
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55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.

Margens: [_]0-livres [ | I-presentes [ ]| 2-comprometidas [ ] 9-ign.

Espessura: mm (999 se ndo relatado)
Numero de linfonodos comprometidos ipsilaterais: (99 se ndo esv.)
Numero de linfonodos dissecados ipslaterais: (999 se ndo esv.)

Nivel de linfonodos comprometidos ipsi.: [ ]0-N [ ] 1-1 []2-IT [_]3-III [_]4-IV []5-V []9-ign./ndo esv.

Numero de linfonodos comprometidos contralaterais: (99 se ndo esv.)

Numero de linfonodos dissecados contralaterais: (999 se ndo esv.)

Nivel de linfonodos comprometidos cont.: [ JO-N[_]1-I []2-I1 []3-III [ ]4-IV []5-V []9%-ign./ndo esv.

VII. Evolugdo:

63.
64.

65.
66.
67.
68.

Data da primeira recidiva: __ / /  (0/0/0 se ndo teve)

Locais de recidiva: [ ]0-ndo teve [ |1-local []2-pescogoipsi [ |3-pescoco contra [ | 4-pulmio
[]5-0sso [ |6-figado [ ]7-outra a distincia

[] 8-teve recidiva, local ignorado  [_] 9-ignorado (perdido de vista assintomatico < 5 anos)

Data do diagndstico do segundo tumor primario: _ / /  (0/0/0 se ndo teve)
Local do segundo tumor primario: CID-O (0 se ndo teve)
Data da ultima informagdo objetiva de seguimento: _ / /

Situacdo na tltima informacdo de seguimento: [_] I-vivo 000 [ ] 2-vivo com CA

[] 3-morte poés-operatéria [ ] 4-MOCA [] 5-Moass [] 6-perdido de vista
(definigdo: para pacientes com menos de 5 anos de seguimento todos os que deixaram de retornar por um periodo
igual ao dobro estipulado. Pacientes assintomaticos perdidos apds 5 anos devem ser classificados como vivos 000)
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APENDICE B — Fotos dos géis de agarose a 2% correspondentes aos genétipos dos pacientes
com carcinoma espinocelular de boca e do grupo controle.
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APENDICE C - Graduagio histopatolégica de malignidade.
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AP: niimero de registro do exame anatomo-patoldgico do paciente; GQ: grau de queratinizagao;
PN: pleomorfismo nuclear; M: nimero de mitoses; PI: padrio de invasdo; RH: resposta do

hospedeiro.
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AP GQ PN M PI RH Total
B99-05461 2 3 3 2 3 13
B99-05549 1 2 1 2 2 8
B99-06903 1 1 2 2 1 7
B99-07814 1 1 1 2 1 6
B99-07923 3 2 1 2 3 11
B99-08149 1 1 1 2 2 7
B99-09952 2 1 1 3 2 9
B99-10003 3 2 1 3 1 10
BA0-01766 1 1 1 2 1 6
BA0-01978 2 1 2 2 1 8
BA0-02057 1 2 2 3 1 9
BA0-02359 2 2 3 3 2 12
BA0-02659 1 1 2 2 2 8
BA0-02716 1 2 2 2 2 9
BA0-03197 2 1 2 1 1 7
BA0-03332 2 1 2 2 2 9
BA0-04769 1 3 1 1 1 7
BA0-05095 2 2 2 2 3 11
BA0-05463 1 1 1 2 1 6
BA0-05468 2 3 2 3 1 11
BA0-05519 1 2 3 2 1 9
BA0-06598 1 1 2 2 1 7
BA0-06727 1 2 2 3 1 9
BA0-06878 1 1 1 2 1 6
BA0-06883 3 2 2 2 2 11
BA0-06951 4 2 2 1 2 11
BA0-07024 2 2 1 3 2 10
BA0-08201 4 2 2 3 1 12
BA0-08270 4 4 2 3 3 16
BA0-09031 1 1 1 2 2 7
BA0-09391 3 3 2 2 2 12
BA0-09483 1 1 2 2 3 9
BA1-00013 2 2 1 2 1 8
BA1-00107 4 3 2 4 1 14
BA1-01570 1 1 1 2 1 6
BA1-03019 2 1 2 2 3 10
BA1-03670 3 2 2 2 2 11
BA1-04292 4 3 2 3 3 15
BA1-05174 2 1 1 2 1 7
BA1-06249 1 1 1 2 1 6
BA1-06390 2 2 1 3 2 10
BA1-06601 4 3 3 3 2 15
BA1-07687 3 2 1 3 2 11
BA1-09068 3 2 1 3 3 12
BA1-09187 2 1 1 3 1 8
BA1-09739 2 2 1 3 1 9
BA2-00611 2 2 2 3 2 11
BA2-02143 2 2 1 2 1 8
BA2-03285 3 2 1 3 2 11
BA2-03321 1 1 1 2 1 6
BA2-04224 2 1 2 2 2 9
BA2-04783 4 3 1 1 2 11
BA2-05187 4 3 2 3 1 13
BA2-05876 2 3 2 3 1 11
BA2-06316 1 2 2 2 2 9
BA2-06996 2 2 1 3 2 10
BA2-07124 1 1 1 2 1 6
BA2-07521 2 1 1 2 2 8
BA2-08815 2 2 2 3 1 10
BA2-09898 1 2 1 3 1 8

BA2-011295 2 2 1 1 1 7
BA2-011545 4 3 2 1 1 11
BA2-011817 2 2 1 3 2 10
BA2-012007 1 1 1 1 1 5
BA2-012154 2 2 1 3 2 10

AP: niimero de registro do exame anatomo-patologico do paciente; GQ: grau de queratinizagdo;
PN: pleomorfismo nuclear; M: nimero de mitoses; PI: padrdo de invasdo; RH: resposta do
hospedeiro.




AP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 | 15|16 |17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | Total Campos capturados Arealcampo (mmz) Eosinéfilos/mm?
204672 24 120 | 28 |45 |49 | 45|33 |43 |39 (44|58 |36 |44|18| 0 [ 6 |1 |3 ]| 4|5 | 1([38[31]|35]|18]| 668 25 0,09471591 282,11
206741 36 |38 32|47 (2330|1314 | 8 [16 (19|21 |16 | 7 |20 [36[32|35]|21]|29|31[19 16|22 |18 | 599 25 0,09471591 252,97
290394 0(10(f0|1]2]1]0|5|2|]2]o0o]Jo]o|oOof1|]4]|]3]O0O]|]1]O0f[1]|]0]O]1]O 44 24 0,09471591 19,36
316494 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 16 0,09471591 7,26
319343 ofojJo]J]2]J]o]J]o]J]oJ]Oo|l]O|JO]J]O]J]O|]O[]O|JO|J]O]J]O]J]OJ]O]O|JO|JO]J]O]O]O 2 20 0,09471591 1,06
319763 11 (20 (18| 0 | 9 |16 | 7 [19|10|20|24| 3 | 4|7 |9 |90 |8 |12]9[9|8]|]15]1]0 248 24 0,09471591 109,10
320264 29 [ 9 3 7 5 7 5 |46 19|18 | 32|13 |11 |27 [39(32[13[18| 2 6 2 7 10 1 8 369 25 0,09471591 155,83
320584 2 8|8 |6 |02 |66 |2 |4]2]|4]21[6|24|8|24|7|8|]1[]0|]2]0]0]O0 214 24 0,09471591 94,14
321256 0[O0 |3 |]0]|]1|8|10|5 |6 15|87 |12|6 [14|12]|10]| 6 |12 |17 1415|1717 | 5 220 25 0,09471591 92,91
321411 o1 |3 ]1]1|5|1f2|1|2]2]3|3[183[9|]9]|]7]|]8|]4]1[]9]|]0]JO0O]JO]oO 85 21 0,09471591 42,73
321984 6 5|1 |3]|]5|2]|]0o|]0o|4|J0]J]0]1|18[4 |8 |23 |3]|]9]|7[13|]5]|]6]10]0 115 24 0,09471591 50,59
322405 6 2 7 5 6 7 0 8 3 1 2 5 0 0 0 0 0 0 0 1 0 4 3 0 0 60 23 0,09471591 27,54
322567 23 5 [17 11|13 | 8 11 | 20| 8 141101912 ] 9 13 15|14 | 24| 8 7 6 2 6 15| 0 285 24 0,09471591 125,37
322744 10 9 (13| 1|8 |13 3|7 |9 |25]|15]|]10]|16|22| 9 |8 |10]|10]|12|10[ 0[O0 ]O0O]O]O 220 20 0,09471591 116,14
322826 33|16 5|2 ([14|1)4]0]315]9 |7 |2]1]7]|1]0|3|8|4]10[12|]4([6 |60 188 25 0,09471591 79,40
323166 414|002 ]0]0]1]1 1 ]13]J]o|2[0|2|4]1]|]5|4]|]1]10|]7]|5]7]60 64 25 0,09471591 27,03
326122 0 0 2 0 0 3 0 1 1 3 0 0 0 0 1 0 0 0 5 1 1 0 2 0 0 20 25 0,09471591 8,45
327219 46 |32 |38 |26 |22 |26 |31 |12|10]| 7 |[18|40| 0|0 ]|JO]JO]JO]O[OfJO]JO]J]O]O]O]|O 308 12 0,09471591 270,99
327898 of1|Jo|J2]1]ojof1|lo|1]2]2]|]0of]2|2|]0]3]|]1]|]1]|1|]6|]1]0]3]O0 30 25 0,09471591 12,67
331634 0 3 0 0 3 2 0 0 4 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 3 5 0 1 6 8 38 25 0,09471591 16,05
333852 O[30 |J1]o0o]|2]|4]0]|1]2 1]1]4]0]|0|0|0]|18)|4]|10]| 9 [8 |7 |22]| 4 ]|14]| 114 25 0,09471591 48,14
334412 1320 (11 12|18 |11 |18 | 7 [23 |44 | 25|18 |13 (16|21 |30 20|13 |14 (22|10 | 3 | 4 | 3 |16 | 405 25 0,09471591 171,04
336207 9 [5]12|14]|1 8 | 6 | 2933374254281 |0 |5 |11)41]13|2 [16[19|/0 |0 ]21]0 387 25 0,09471591 163,44
336700 15/14|4 | 2| 3|2 | 4[24|3|8|10|]1 |8 [5|7 |8]|]15]|]12|6 |4 |8 |9 |0 ]|15]|18| 237 25 0,09471591 100,09
336826 0 0 0 2 2 3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 10 23 0,09471591 4,59
336927 ofoJoJo]J]o]oOo|]2|3|]OoO|J]O]J]O]3|]O|]O|JO|J]O]J]O]J]OJ]O]O|JO|JO]J]O]O]O 8 25 0,09471591 3,38
337309 3[3|6|6|3[3[4[3|]1]J]o]JojJofofo|2]1]|]3 |3 [7|2|1]|]2]7]2]1 63 25 0,09471591 26,6
340546 0 1 0 0 0 0 1 1 4 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 13 0,09471591 6,50

B97-00346 | 6 | 6 | 6 | 6 | 3 10| 4 | 0|2 ]|]5|0]|1|]0|5]0]J]ojoOojofofJOo]J]Oo]JoOo]oO]O]|O 54 25 0,09471591 22,81
B97-02428 | 6 |12 |32 |16 (15|15 |24 |12 |11 |12 | 6 (13|11 |11 ]| 7 |10| 2 [ 6 [ 4 | 1 |21]|19|28[30 27| 351 25 0,09471591 148,23
B97-03072 1)]0]J]ojofofo|JoOo]JoOo]JoOo]oOoOf[Oof[O|]1]1]0]O][?2 1]1]J]0]lofjofofO0]O 7 25 0,09471591 2,96

B97-03446 | 7 |10 |16 | 6 | 3 [ 2 |1 34| 7 |7 |5|5|6|6]9]10]3 |67 |]13]9]0]0]O0]O0 172 22 0,09471591 82,54
B97-03806 18 | 17 | 15 5 19 (10 | 14 | 13 | 11 2 5 2 8 11 ] 2 10| 5 4 4 4 1121 9 2 12 | 4 218 25 0,09471591 92,06

~

"£00Q 9P SAIB[N[o0UIdSd SEUIOUIOIRD SOU SO[IJOUIS0d SOp Waejuod ap ey[iueld - (0 ADIANAdV

LI1



AP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 | 15|16 |17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | Total Campos capturados Arealcampo (mmz) Eosinéfilos/mm?
B97-04495 |15 |15|12| 9 |1 [ 1 [0 |3 |7 |11|9 |6 |5 |10]|16]|] 7 |9 |23 |6 |46 |3 |4]6 170 25 0,09471591 71,79
B97-04938 | 6 | 1 | 0 | 2 |6 (1313|000 |3 |03 |23 |33 |2([1|3]|14)]4]1]0]1 84 25 0,09471591 35,47
B97-06643 | 0 | 0 O |O|O[OfJO|J1]O]J]O|J]O|J]O|JO|JO]J]O]JOJ]O]J]O[O|JO]JO]JO]O]O]|O 1 24 0,09471591 0,44
B97-08053 | 34 [ 28 | 48 [ 29 |32 [ 35|20 (39|34 (27|14 (33|39 |26| 8 [14]| 4 [ 8 | 4 [3 |6 |6 |27 ]13| 513 25 0,09471591 216,65
B98-00569 | 0 | 0 |1 | 4|01 |3 |]2]0]JoOo|]1]|]0fJO|J]O]J]O]JO]|]1]|]O[2]|5]0o]2]0Oo]oOo]|oO 22 23 0,09471591 10,10
B98-00582 | 6 | 1 | 6 | O | O |2 |1 |]0]|4]|]8|6 |3 |13|]5]1]7|5|7[3|]0]J]o0o]Jo|1]o0][5 84 25 0,09471591 35,47
B98-01738 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 3 0 1 0 1 0 12 25 0,09471591 5,07
B98-02175 | 0 | 0 |1 | O[O0 [0 |O]O]1 11242 [2|1]10|/]3]J]O0|O0O]|]O0OJO0OfJO]J]O]O]O 27 22 0,09471591 12,96
B98-02215 | 7 | 9 |17 |10| 2 | 5 (12| 9 |10|25|24| 2 |3 |2 |3 |0 |7 |46 |10|]8]|]9]|5] 12|38 209 25 0,09471591 88,26
B98-02316 | 0 | 0 O |JO|O|[OfJO|JOJOJO|]2]O|O|JO]J1]Oo]O]O[O|2]O]J]O]oO]O]|O 5 25 0,09471591 2,11
B98-03078 | 0 | 1 | 2 | 2 | 4[]10[3|3]|]3]J]0|]0O0|2|3|3]J]0o]Jojojo[o|Jo]J]oOo]J]oOo]oO]O]|O 36 18 0,09471591 21,12
B98-03573 3 0 5 5 7 3 19 |115| 0 2 3 1 2 5 4 1 2 4 6 1 2 0 6 7 0 103 24 0,09471591 45,31
B98-03659 | 9 | 1 | 2 |15|11 |5 |0 |2]0]JojJoOojofo|JO]J1]oOo]|1]|1][]O0fJO0O]O]2]3 |31 57 25 0,09471591 24,07
B98-04082 | 0 |0 |JO|]O|O|[OfJO|JO]J]O]JO|J]O|J]O|JO|JO]J]O]JO]J]O|]O|JO|JO]JO]JO]oO]O]|O 0 17 0,09471591 0,00
B98-04792 | 2 |0 |JO]|J]O|O[OfJO|JO]1]O|4]0[3J12)]0]0]0]|1f[0f1]2]1]0]01]09 36 25 0,09471591 15,20
B98-05226 | 9 | 3 |0 | 4|06 |4 |3]|]4]1 |6 |1|1|3]7]13|11|5 2|7 ]|]1]1][3]0][5 100 25 0,09471591 42,23
B98-06261 0 1 4 1 3 11| 4 1 2 1 2 5 0 3 2 1 0 1 8 141 0 0 0 0 0 64 20 0,09471591 33,79
B98-07807 | 0 | 1 |3 |3 |6 |5 |5 |7 |9 ]10|8 |7 |8 |12]11]8 |9 |8 [10|6 |6 |13|5 | 4]3 167 25 0,09471591 70,53
B98-06946 | 6 | 8 |15 | 5 |18 (24|16 | 9 | 6 |10 |11 |14 |16 | 9 |12 |16 | 9 | 7 [13| 3 |2 |1 |0 |04 234 25 0,09471591 98,82
B98-08026 1 0 3 8 5 6 [30 (18 (14 (13| 4 3 13 (12| 8 8 6 8 |17 ]| O 8 3 4 1 6 199 25 0,09471591 84,04
B98-08293 | 0 | 0 | 4 |2 | 1|4 |6 |10|3 |3 |5 |53 |14|]5]10[4|6[3|]4]2]1]0]1]0O0 96 25 0,09471591 40,54
B98-08488 1)J]o0jJoj1f|ofJo|Jo]J1]J]o|2]]ofJOo|J]O]|]2]|14]1|O0f1|1]|]oOo]|7]|]9]|]2][2]3 47 25 0,09471591 19,85
B98-09091 ofoJoJ7]1]l]0]o0of[3|]O0|JO]J]O]J]O|]1[3|[]O0O|]O]J]O]J]OJ]O]O|[O|JO]J]O]O]oO 15 22 0,09471591 7,20
B98-09527 | 0 |0 |JO]|J]O|O[OfJO|J1]O]J]O]|]O|]O|2]|O]O]3 |1 ]|13[5|3]1]0]0]O0]|O 29 25 0,09471591 12,25
B98-09654 0 0 0 0 3 2 4 4 12 | 4 5 2 2 4 6 2 4 | 11| 3 0 1 1 0 1 2 73 25 0,09471591 30,83
B99-00984 | 1 | 1 | 3 |5 | 7 [12|20|21 |17 |11| 3 |10| 8 | 6 |1 |1 |2 |4[10|3 |5 |3 ]|6]|4]1 165 25 0,09471591 69,68
B99-01499 | 25 | 15|27 |23 |27 | 8 [11|15]| 4 |10| 3 |1 |0 |JoO0O]JoOo]Joj10]|O0[5|3]1]0]O0]O]|O 188 21 0,09471591 94,52
B99-01958 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14 0,09471591 0,00
B99-02040 | 8 | 8 | 2 | 9 [15| 9 |12 | 1 |17 |19 |40 (16 |17 |14 |10 | 3 | 8 [ 7 | 6 |27 |23 |17 |17 |11 |18 | 334 25 0,09471591 141,05
B99-02924 | 8 |11 |14 | 8 |14 (24| 5 | 4| 9 | 9 |12]14 (17 (1918|1914 |23 [22|16 40|19 1 |0 O 340 25 0,09471591 143,59
B99-02929 14 | 17 | 18 6 10 9 17 |13 |13 | 10|10 |11 | 6 6 11| 6 8 |11 ]14 |17 5 4 7 12| 0 255 24 0,09471591 112,18
B99-03334 | 0 |0 | O |5|5|]0fJo0|Jo0o]jJojJojojof1|3]2]J]o0oj]oOo]j]ofofJo]J]o]J]o]oO]oO]|O 16 15 0,09471591 11,26

891



AP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 [ 18 | 19 [ 20 [ 21 [ 22 | 23 | 24 | 25 | Total Campos capturados Arealcampo (mmz) Eosinéfilos/mm?
B99-04783 ofo|Jo]Jojof[1]0]O 116|002 |]2]4]J]O0]J]O0Of[]O0O|J]O|J]O]J]O]JO]O]|O]|1 17 25 0,09471591 7,18
B99-05461 3[3|4|5]10|7]|]9]22|2]|]0|3|]2]|]4]10{214]|2|1|]0]1]o0o]j]oOof1][0]|3]0 106 25 0,09471591 44,77
B99-05549 9|1 |5]|4]10f15|20]| 7 |9 |[4]|6 |6 |8 |]10[16[17 |8 |9 ]|10]| 7 |5 |59 7]|23]| 230 25 0,09471591 97,13
B99-06903 2 2 16 | 15|21 |14 | 3 2 0 1 4 111 ] 6 1 0 0 0 0 0 2 1 1 6 5 0 113 24 0,09471591 49,71
B99-07814 0 4 5 121 6 |12 ] 4 9 2 1 0 0 4 13 9 7 6 2 0 1 2 1 6 2 0 108 24 0,09471591 47,51
B99-07923 ofo|J]o]JojJof[o|]oO]oO 1]1]2]o0of[2|2|]o0o]Jo]Jo|Jo[o|]oOo|3]|]6]2]0[3]O0 21 25 0,09471591 8,87
B99-08149 oj]oJojJ]o|J]oOoJO]J]O|JO]O|JO]J]O|JO]J]O|[O]J]O|JO]J]O|J]O]J]O|JO]J]O|[O]J]OJ|JO]O 0 25 0,09471591 0,00
B99-09952 8 |8 |5| 8|7 |13|18|14|2|0|0|6]|]0]1|1]|]0|0|]O0O]|3|6 |3 []7|]6]|2]1 119 25 0,09471591 50,26
B99-10003 2|2]J]ojJojofo]1]3|]ofJof1]J]o0o]J]O]1|3|]O0O|JO|3]2]2]o]|]o|JOo]|]O]2 22 25 0,09471591 9,29
BA0-01766 ofoJojJojJofo]J]o]J]1]of[o|loOo|J]O]J]O]J]O]J]O|J]O|JO|J]O]J]OJ]OJ]O]J]O|JO|]O]O 1 16 0,09471591 0,66
BA0-01978 117|603 ]|]9|3[3|]9]|8]|]3]9]9|7|4|6|11]|]12|6 |3 |[3|5]|5]|7]|18]| 157 25 0,09471591 66,30
BA0-02057 o|3|]oj1]J]ofjoOo]2|1]2|1]0fO0o]1|oOo]5|1]2|]0]9|10]|]6|[2]2]0]0 48 23 0,09471591 22,03
BA0-02359 8 | 5|5 |17]12| 4 |13 |15|14| 6 [12|13|10| 5| 0|0 |0 |6 ]|]1]|]0|3]|]0|4]|3]3 159 25 0,09471591 67,15
BA0-02659 ofo|3]J]ojJofo|J]o]2]|]o|]Oo|2|]O0O]11]12|]0|O0|JO|JO]J]O]J]O]J]O|J]O|JO|]O]O 30 21 0,09471591 15,08
BA0-02716 116|520 ]J]1]|3|]1|3|]o0ojJojJojojofofJo]1]o|1[o0oflO0o|lO]JO]O]|oO 24 19 0,09471591 13,34
BA0-03197 0 (13| 2 | 1|9 |7 |11]|5 |22[3|37|14]|20]|12|10| 4 |8 |2 |16| 7 |6 |6 [13| 5 | 3 268 25 0,09471591 113,18
BA0-03332 2 6 [20 [ 6 5 5 10 [ 6 6 1 2 5 7 5 9 8 7 7 3 3 8 6 7 11 7 162 25 0,09471591 68,42
BA0-04769 2 4|5]3|5([3]1]3 1]13|]0[3|]0|]2]J]0]JojJoOof[Oo|]O|]O]|]3]4]1][3]0O0 46 25 0,09471591 19,43
BA0-05095 ofo|]5]o0oj]ofJo]J]o]Jojof[o|]2|]o]J]OoO]J]OoO|]O|J]O|JO|J]O]J]O]J]O]J]O|J]O|JO]|]O]O 7 11 0,09471591 6,72
BA0-05463 1 2 0 3 3 4 2 2 2 8 5 14 |11 | 6 13 114 | 2 4 6 10 | 11 [ 11 5 8 2 149 25 0,09471591 62,93
BA0-05468 ol1]6]|]9]|2|2]|4]7|5[3|]1]1]J]0]J]ojJojofjo|JoOo]1]|]2]2]|]2|]0]|4]2 54 25 0,09471591 22,81
BA0-05519 7|6 |2 ]11]10|3|]0]2|4]0|4|2]2]2]|1|5|7|3]|]6]|]9]|4]1[3]|]3]3 100 25 0,09471591 42,23
BA0-06598 ofo0oJojJ]ojJofo]J]o]J]ojJo[o|l]oOo|J]O]J]O]J]OJ]O|J]O|JO|J]O]J]OJ]O]J]O]J]O|JO|]O]2 2 25 0,09471591 0,84
BA0-06727 ofjfojJojJojJof1]1]ojoOo[2|]1|]0]J]O]J]O|1|]O|JO|J]O]J]O]|]4]O]|]O|JO|]O]O 10 25 0,09471591 4,22
BA0-06878 1 3 4 1 7 10 | 13| 3 9 13 11| 6 3 6 2 1 7 7 7 4 1 9 11 | 10| 6 155 25 0,09471591 65,46
BA0-06883 82|62 |4[4]|3]1 1]0j]of[2|]0|]2]2]3|]1]0|]2|]0]JO0]JO]O]|O|7ZY 50 25 0,09471591 21,12
BA0-06951 5 (10|16 |13 1513 |11 |15|10| 5 [12 |12 |12 |18 | 7 |12 | 4 |5 | 4|4 ]9 |5 [3|1]11]| 232 25 0,09471591 97,98
BA0-07024 4 |12 9] 1[3]0|]0]O 6 |19(16| 6 [ 5| 8 [ 8| 7|2 |5 [8]2[4]3[]0]0O0 128 23 0,09471591 58,76
BA0-08201 53|18 6 | 3 |2 | 4|3 |3 |2 ]|1|4|4[6]|6|11]|14|6 |6 |85 |11]|14]|10]|15|24| 239 25 0,09471591 100,93
BA0-08270 ofojJojJ]o|J]o|o|J]o]J]o|oOo[]OoO|]O|J]O]J]O]JO|J]O|]O|JO|J]O]J]O]J]O]O|J]O|JO]|]O]O 0 23 0,09471591 0,00
BA0-09031 4|16 8|33 |4|5|5]|6]0]2 |3 [0f2]|]3|]2]|5|2[|]2]2]|4]|]6]2]|8]4 91 25 0,09471591 38,43
BA0-09391 4|53 |4]2|6|1]|4]|]15|23]0[0|0|J]O0]J]O]JOjJO[]O|JO|J]O]J]O]J]O]OJ|]O]|O 67 10 0,09471591 70,74
BA0-09483 2 5 3 11| 7 5 1 0 0 1 0 1 0 1 5 2 2 5 0 0 0 1 0 0 3 55 25 0,09471591 23,23
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AP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 [ 18 | 19 [ 20 [ 21 [ 22 | 23 | 24 | 25 | Total Campos capturados Arealcampo (mmz) Eosinéfilos/mm?
BA1-00013 ofoJ]o|4|3|]6|5]0o|ofJo|5|5]2]o|1|]0fJl0|J]O0]J]Oo]J]oOo]j]oO|]O|JO]|]O]O 31 16 0,09471591 20,46
BA1-00107 34|12 |3|]7|9]|6|4|3[7|]1|]8|]4]9|8[4|2]1]1]2]0][3[2]|]5]1 99 25 0,09471591 41,80
BA1-01570 8 | 7 |13]| 6 |15 4 |5 | 2 113|001 |]0]|]6]|]3|11[4|]0|0]JO0O]JO]O]O]O 89 18 0,09471591 52,20
BA1-03019 0 0 0 2 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 8 0,09471591 5,28
BA1-04292 5/0|3|]2|8|7]|]2]o0o|6[5|]2|3]|]5]0|5]|]0|1|]4]4]1]0]0|2]0]0O0 65 25 0,09471591 27,45
BA1-05174 11 (12 |14 |19 |21 | 2 | 4 | 8 |16 | 5 [10[17 |23 | 8 |12 | 9 [13 |17 |18 | 2 | 6 | 4 [12 |20 | 16| 299 25 0,09471591 126,27
BA1-06249 2 7 4 1 0 2 1 0 3 3 10 1 1 0 2 0 0 2 4 4 5 5 1 3 2 63 25 0,09471591 26,61
BA1-06390 1]0jlof1|]0]|]9|7]]10|4|3]0]|3|5|3|]7|]0]3]J]ojo[o|Jlo|Jo]JoOoO]oO]oO 56 25 0,09471591 23,65
BA1-06601 15(14 19|11 |24 (17| 1 | 9 |14| 5 [19(12| 9 |14 |11|15[14 |8 | 5| 1| 4|6 3|9 |16]| 275 25 0,09471591 116,14
BA1-07687 3(/0]1|3]9f12]2]|]1|6|7|]9|]2]|]5]0|4]|]1|5|11|]5]|7 |88 ]0]|2]3 114 25 0,09471591 48,14
BA1-09068 1]J]ojofo|J]o]J]2]o|]ofJo|J]OoO]J]OoO]J]O]J]O]J]O|J]O|J]O]J]O]J]O]J]O[O|JO|JO]J]O]O]|oO 3 15 0,09471591 2,11
BA1-09187 0 6 8 6 6 |15 1 0 2 0 2 2 5 0 1 6 4 3 1 3 1 1 5 3 0 81 24 0,09471591 35,63
BA1-09739 ofo0oJ]1]o0o]oOof|oOo]JO]1|6|]0|16|2]|3]|]0|8 105 |5 |8 |18|7 |43 |38 108 25 0,09471591 45,61
BA2-00611 1)J]ojof[o0o|O0O]|1 |3 |7 |24|15|5| 0|6 |2 |6 15|10 5 |11[12 |13 | 5 |11]|13]| 5 170 25 0,09471591 71,80
BA2-02143 ofoJojJoj]ofo]J]o]J]ojJo[o|l]oOo|J]O]J]O]J]O|]O|J]O|JO|J]O]J]O]J]O]J]O]J]O|JO|]O]O 0 6 0,09471591 0,00
BA2-03285 ojfojJo|]2]|]2|2]o0o]1|of[1|8|]1]1]Oo|O|J]OfJO|J1]Oo]J]O]J]O|J]O|JO|]O]O 19 20 0,09471591 10,03
BA2-03321 1 1 0 2 2 0 5 |13 [11 (2011 9 10 | 17 | 16 | 20 | 18 | 14 6 14 |10 | 2 6 2 3 213 25 0,09471591 89,95
BA2-04224 7/10| 8 |20|12| 6 | 8|8 |58 11|38 |7 |1|10[6 |5 |7 ]9 |3 ]|12[7|3]|17]| 201 25 0,09471591 84,89
BA2-04783 1916 (14|14 (13| 7 | 3| 8|0 |21 |2 ]|1]2]|1|8[8|0]|4]9 |5 1]29[27|21]|10]| 224 25 0,09471591 94,60
BA2-05187 19 |20 | 18 | 23 |32 (24 (15[20 |20 | 9 6 4 8 13 117 | 11 | 25|26 | 25|10 |16 |21 |51 |48 | O 481 24 0,09471591 211,60
BA2-05876 ofoJ]1]ojofo]Jo]JojJo[]o|l]Oo|]2]O]J]O|]O|]O|JO|J]O]2]O]O]|]O|JO|]O]O 5 19 0,09471591 2,78
BA2-06316 3|42 ]|]1|8|]9]|]9]|]4|12[5|/]0|J]0]J]O]JO|JO|JOfJO|JO]J]O]J]O]J]O|J]O|JO]|]O]O 57 10 0,09471591 60,18
BA2-06996 5(4]0|5|]2|0|]5]1]|0f1|6 |7 |5]2 2|13 |15]|]6]|11]1[4|1]0]0 107 23 0,09471591 49,12
BA2-07124 1416 1 | 8| 6 [5|10|13|17| 3 [0 [9 |4 |6 |3 |3 [7[5]|3]|]1]3]4]4[19]0 164 24 0,09471591 72,15
BA2-07521 0 7 0 1 1 5 0 0 0 0 0 0 0 3 1 3 1 1 1 12 | 6 7 0 0 0 49 22 0,09471591 23,52
BA2-08815 1129 [15|16 12|17 |23|10| 7 |3 |0 |3 12| 7 |8 |10|3 |3 [0 |16 ]13]|]22]|9 212 25 0,09471591 89,53
BA2-09898 141011 ]| 2 |3 [0 |02 1]ojof[o|1|8]2]0|O0O[O0|4|19]7]1]0]2]0 87 25 0,09471591 36,74

BA2-011295 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 6 24 0,09471591 2,64

BA2-011545 | 4 | 2 |13 |17 |16 |12 | 9 |16 16| 9 | 5 |17 ]| 9 | 7 |[10[17 |15 |21 |18 | 9 |14 (13|11 |11| 8 299 25 0,09471591 126,27
BA2-011817 0of1]J]o0]|]6|3|[3|]1]o]|of|O0|[3|11)3|11|]4]|6[3|[]1]0]2]0 0ofo0]oO 63 22 0,09471591 30,23
BA2-012007 o117 ]|1|14)3|22|18[16|15|12 11| 2 |15]| 9 (11| 7 |9 |10| 6 |7 |3 |3 |3 206 25 0,09471591 87,00
BA2-012154 8 [ 29|15 22|24(19|15]| 8 |15[16 |23 |12 |18 |15| 9 | 8 [11 |23 | 9 |12 | 7 [18|19| 9 | 4 368 25 0,09471591 155,41
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APENDICE E — Correlacdo entre a intensidade da eosinofilia tecidual, as caracteristicas
demograficas e histdria clinica dos pacientes com carcinoma espinocelular
de boca. Hospital do Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Eosinofilia Tecidual Associada aos Tumores

Discreta Moderada Intensa
Variavel p*
N % N % N %
Género
Masculino 36 83,7 34 77,3 34 77,3 0,693
Feminino 07 16,3 10 22,7 10 22,7
Idade
<57 anos 20 46,5 22 50,0 23 52,3 0,864
> 57 anos 23 53,5 22 50,0 21 47,7
Raca
Branca 39 90,7 41 93,2 41 93,2
Amarela 01 2,3 01 2,3 01 2,3 0,336
Negra 0 0 02 4,5 0 0
Outra 03 7,0 0 0 02 4,5
Tabagismo#
Sim 31 72,1 35 81,4 32 76,2 0,594
Nao 12 27,9 08 18,6 10 23,8
Etilismo#
Sim 27 62,8 29 67,4 31 72,1 0,655
Nao 16 37,2 14 32,6 12 27,9
Eosinofilia
sanglinea#
0,232
Sim 03 11,1 03 9,1 07 233
Nao 24 88,9 30 90,9 23 76,7
TOTAL 43 100,0 44 100,0 44 100,0

N: numero de pacientes
p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
#: excluidos os pacientes com informagdes ignoradas
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APENDICE F — Correlacdo entre a intensidade da eosinofilia tecidual e as caracteristicas
clinicas dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca. Hospital do
Cancer A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Eosinofilia Tecidual Associada aos Tumores

Discreta Moderada Intensa
Variavel p*
N % N % N %
Localizagéo
Lingua 12 27,9 23 52,3 16 36,4
Assoalho 09 20,9 07 15,9 10 22,7
Gengiva superior 03 7,0 0 0 01 2,3
Palato duro 01 2,3 0 0 0 0 0,295
Palato mole 02 4,7 01 2,3 03 6,8
Gengiva inferior 09 20,9 04 9,1 06 13,6
Mucosa jugal 04 9.3 04 9,1 01 2.3
Area retromolar 03 7,0 05 11,4 07 15,9
Estadio clinico#
I 04 9,5 01 2,3 01 2,3
II 09 21,4 06 14,0 09 20,9 0,527
I 14 33,3 18 41,9 19 442
v 15 35,7 18 41,9 14 32,6
Estadio T#
T1 05 11,9 02 4,7 01 2,3
T2 11 26,2 13 30,2 13 29,5 0,463
T3 11 26,2 10 233 16 36,4
T4 15 35,7 18 41,9 14 31,8
Estadio N#
NO 25 58,1 19 442 25 58,1 0,326
N+ 18 41,9 24 55,8 18 41,9
TOTAL 43 100,0 44 100,0 44 100,0

N: nimero de pacientes
p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
#: excluidos os pacientes com informagdes ignoradas
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APENDICE G — Correlacdo entre a intensidade da eosinofilia tecidual, tratamento e evolucdo
dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca. Hospital do Cancer
A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Eosinofilia Tecidual Associada aos Tumores

Discreta Moderada Intensa
Variavel p*
N % N % N %
Esvaziamento
Naio esvaziado 06 14,0 02 4.5 03 6,8
0,341
Ipsilateral 24 55,8 21 47,7 24 54,5
Ipsi e contralateral 13 30,2 21 47,7 17 38,6
Radioterapia
Sim 27 62,8 32 72,7 34 77,3 0,315
Nao 16 37,2 12 273 10 22,7
Recidiva Local
Sim 10 23,3 09 20,5 11 25,0 0,877
Nao 33 76,7 35 79,5 33 75,0
Recidiva regional
Sim 07 16,3 06 13,6 08 18,2 0,843
Nao 36 83,7 38 86,4 36 81,8
Metastase distancia
Sim 11 25,6 08 18,2 07 15,9 0,498
Nao 32 74,4 36 81,8 37 84,1
Segundo tumor
Sim 05 11,6 08 18,2 09 20,5 0,521
Nao 38 88,4 36 81,8 35 79,5
TOTAL 43 100,0 44 100,0 44 100,0

N: nimero de pacientes
p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
#: excluidos os pacientes com informagdes ignoradas
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APENDICE H - Correlagio entre a intensidade da eosinofilia tecidual e a infiltragio tumoral
nos pacientes com carcinoma espinocelular de boca. Hospital do Cancer
A.C. Camargo, Sao Paulo, 1984 a 2002.

Eosinofilia Tecidual Associada aos Tumores

Discreta Moderada Intensa
Variavel p*
N N N

Embolizago vascular”®
Ausente 29 74,4 30 68,2 30 69,8 0,817
Presente 10 25,6 14 31,8 13 30,2

Infiltracdo perineural”
Ausente 21 52,5 14 32,6 19 45,2 0,177
Presente 19 47,5 29 67,4 23 54,8

Infiltrago muscular®
Ausente 01 5.9 0 0 0 0 0,285
Presente 16 94,1 22 100,0 20 100,0

Infiltracéo 6ssea”
Ausente 18 78,3 10 66,7 10 58,8 0,409
Presente 05 21,7 05 333 07 41,2

Infiltracdo glandular”
Ausente 15 75,0 12 57,1 14 63,6 0,480
Presente 05 25,0 09 42,9 08 36,4

Margens cirurgicas
Livres 38 90,5 44 100,0 40 90,9 0,113
Comprometidas 04 9,5 0 0 04 9,1

Comprometimento

linfonodal## 0.425
pNO 14 36,8 22 51,2 19 46,3
pN+ 24 63,2 21 48,8 22 53,7

TOTAL 43 100,0 44 100,0 44 100,0

N: nimero de pacientes

p*: valor obtido pelo teste do qui-quadrado considerando-se nivel de significancia de 5%
#: excluidos os pacientes com informagdes ignoradas

##: excluidos os pacientes ndo submetidos ao esvaziamento cervical
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APENDICE I — Sobrevida global dos pacientes com carcinoma espinocelular de boca, de
acordo com a intensidade da eosinofilia tecidual. Porcentagem de sobrevida
acumulada de acordo com a técnica de Kaplan-Meier.
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APENDICE J — Sobrevida livre de doenga dos pacientes com carcinoma espinocelular de
boca, de acordo com a intensidade da eosinofilia tecidual. Porcentagem de
sobrevida acumulada de acordo com a técnica de Kaplan-Meier.
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APENDICE K — Sobrevida especifica por cancer dos pacientes com carcinoma espinocelular
de boca, de acordo com a intensidade da eosinofilia tecidual. Porcentagem
de sobrevida acumulada de acordo com a técnica de Kaplan-Meier.
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ANEXO A — Aprovagio da Comissio de Etica em Pesquisa do Centro de Tratamento e
Pesquisa do Hospital do Cancer A.C. Camargo referente ao projeto de pesquisa
intitulado “Associacdo do polimorfismo do gene da proteina catidonica
eosinofilica com a eosinofilia tecidual associada aos tumores em carcinomas
espinocelulares de boca”.

HQS_P'TAL Comité de Etica em Pesquisa
DO CANCER CEP

S3o Paulo, 14 de setembro de 2006.

A
Sra. Michele Conceiciio Pereira

Ref.: Projeto de Pesquisa n’. 810/06
“Associacio do polimorfismo do gene da proteina catiénica eosinofilica com a
eosinofilia tecidual associada aos tumores em carcinomas espinocelulares de boca™.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo Antonio Prudente -
Hospital do Cancer — A.C. Camargo, em sua ultima reunido de 29/08/2006, apos
analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de 25/07/2006,
aprovaram a realizagdo do projeto em referéncia e tomaram conhecimento dos
seguintes documentos:

v Folha de rosto para pesquisa envolvendo seres humanos;

v Termo de Compromisso do Pesquisador, Patrocinador e Institui¢io responsavel;

v Justificativa para ndo utilizagdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido;

v" Justificativa de Or¢camento;

v Declaragio de Ciéncia do Departamento de Anatomia Patologica;

v' Declaragdo de Ciéncia do Departamento de Cirurgia de Cabega e Pescogo e
Otorrinolaringologia.

Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser
encaminhados a assistente do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

£

Dra. Vilma Regina Martins
Vice-Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

E

cc.
Responsdvel na Institui¢do: Prof. Dr. Luiz Paulo Kowalski

Rua Prof. Antdnio Prudente, 211 - Liberdade — S&o Paulo - SP  CEP 01509-900 - CNFJ 60.961.968/0001-06
Tel/Fax (0Xx11)2189.5020 - cep_hcancer@hcancer.org.br
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ANEXO B — Aprovagdo da Comissdo de Etica em Pesquisa do Centro de Tratamento e
Pesquisa do Hospital do Cancer A.C. Camargo referente ao projeto de pesquisa
intitulado “Epidemiologia molecular dos carcinomas de vias aéreas digestivas
superiores”.

CENTRO DE TRATAMENTO E PESQUISA

-

A, C. CAMARGS

Séao Paulo, 26 de julho de 2000.
DC-454/00frp

A
Sra. Inés Nobuko Nishimoto
At. Prof. Dr. Luiz Paulo Kowalski

Ref: Projeto de Pesquisa n° 265/00
“Epidemiologia Molecular dos carcinomas de vias aerodigestivas
superiores”.

Seu projeto de pesquisa, acima mencionado, foi apreciado pela Comissdo de Etica
em Pesquisa (CEP) do Hospital do Cancer em sua Gltima reunido de 25/07/2000.
Os membros desta comissdo aprovaram a realizagdo deste estudo. Informagdes
a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhados a
secretaria do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

Presiden i ica em Pesquisa

GOMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Rua Praf. Anténio Prudente, 211 — Liberdade — Sdo Paulo = SP CEP 01509-900
PABX(0XX11)3272-5000 ramal 1117
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