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RESUMO

Coelho, B. Avaliagdo da expressdo das queratinas 17 e 19 no carcinoma epidermdide de
boca e orofaringe e sua relagdo com a agressividade tumoral. [Dissertacdo de Mestrado]. S&o
Paulo: Curso de Pés — Graduagdo em Ciéncias da Saude do Hospital Helidpolis; 2009.

INTRODUGAO: O cancer oral é uma importante causa de morbi-mortalidade no mundo, sendo
o0 carcinoma epidermdide o tipo histoldgico mais comum. Durante a transformag&o neoplasica
sdo observadas alteragbes no tipo e na distribuico das queratinas. Em carcinomas
epidermoides estdo em grande quantidade e regulam a migragdo de células normais e células
epiteliais alteradas. Varios estudos sé@o desenvolvidos em relagdo ao carcinoma epidermdide
de boca e orofaringe, seu comportamento bioldgico, agressividade e prognostico, porém
muitos aspectos ainda tém de ser melhor compreendidos. OBJETIVOS: Avaliar a expressao
imuno-histoquimica das queratinas 17 e 19 no carcinoma epidermdide de boca e orofaringe e
na margem cirurgica. Comparar a expressdo imuno-histoquimica das queratinas entre
carcinomas epidermoides mais e menos agressivos, avaliados através de caracteristicas
histopatolégicas e do TNM. METODO: Foram analisadas amostras de tecido de carcinoma
epidermoide de boca e orofaringe de 90 pacientes, tratados cirurgicamente. O material
utilizado inclui tecido cirlrgico neoplasico e adjacente normal, provenientes de blocos
parafinizados, sendo confeccionado um bloco de tissue array contendo amostras que foram
avaliadas do ponto de vista histopatologico e imuno-histoquimico, com reagdes para 0s
anticorpos: anti K17 e K19. As margens tumorais foram analisadas em cortes histolégicos
convencionais. RESULTADOS: O resultado da anélise da K17 mostrou que do total de 90
casos de tecido tumoral, 65 (72,2%) casos apresentaram expresséo, destes 44 (67,6%) foi
positiva forte e 21 (32,3%) positiva fraca. Nas margens, 75 (88,2%) casos ndo expressaram K
17 (p=0,000). Em 5 (5,8%) casos a expressdo foi positiva fraca na margem do tumor
(p=0,005). Dos 65 casos positivos, 43 (66,1%) correspondem a pacientes com linfonodos
comprometidos pela neoplasia (p=0,09). Dentre os casos com infiltragdo da neoplasia em
vasos linfaticos 48 (78,6%) apresentaram marcagéo positiva para a K17 (p=0,043). Entre os
casos com necrose peritumoral a positividade ocorreu em 58 casos (78,3%; p=0,004). Dos 90
casos avaliados ocorreu expresséo positiva para a K 19 em 12 (13,3%), destes, 8 (66,6%) foi
positiva forte e 4 (33,3%) positiva fraca. Na margem cirlrgica de seguranga ndo ocorreu
expressa@o em 79 (92,9%) casos (p=0,021). Trés margens (3,5%) expressaram a K19, sendo
que em uma a positividade foi fraca e em duas forte. Dos casos com presenca de necrose
16,2% (12 casos) apresentaram marcagéo positiva para a K 19 (p=0,092). CONCLUSAO: A
expressdo da K17 foi mais freqliente do que a K19 nos tumores e ambos nao estiveram
presentes de forma significativa nas margens. N&o houve relacdo das K17 e K19 com as
variaveis clinicas. Houve relagéo positiva entre a expressdo da K17 com a agressividade
tumoral.

Descritores: Carcinoma Epidermoide. Queratinas 17 e 19. Agressividade Tumoral. Cancer
de Cabega e Pescogo.
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ABSTRACT

Coelho, B. Evaluation of expression of keratins 17 and 19 in squamous cells carcinomas of the
mouth and oropharynx and the relationship with tumor aggressiveness. [Dissertation]. S&o
Paulo: Curso de Pos — Graduagao em Ciéncias da Saude do Helidpolis Hospital, S&do Paulo;
2009.

INTRODUCTION: Oral cancer is a major cause of morbi-mortality worldwide, being squamous
cell carcinoma the most common histological type. During the neoplastic transformation
changes in the type and distribution of the keratins are observed. In squamous cell carcinomas,
they are in great quantity and regulate the migration of normal cells and altered epithelial cells.
Several studies have been developed in relation to squamous cell carcinoma of the mouth and
oropharyny, its biological behavior, aggressiveness and prognosis, but many aspects still have
to be better understood. OBJECTIVES: To evaluate the immuno-histochemical expression of
keratins 17 and 19 in squamous cell carcinoma of the mouth and oropharynx, and in the
surgical margin. To compare the immuno-histochemical expression of the keratins among more
and less aggressive squamous cell carcinomas, evaluated through the histopathological
characteristics and the TNM. METHODS: Mouth and oropharynx squamous cell carcinoma
tissue samples of 90 surgically treated patients were analyzed. The material includes
neoplastic surgical and normal adjacent, coming from paraffin blocks, having a tissue array
been made containing samples that were evaluated from the histopathological and immuno-
histochemical point of view, with reactions for the antibodies: anti K17 and k19. The tumor
margins were analyzed under conventional histological cuts. RESULTS: The results of the
analysis of K17 showed that of all the 90 tumor tissue cases, 65 (72.2%) cases showed
expression, these 44 (67.6%) were strong positive and 21 (32.3%) weak positive. In the
margins, 75 (88.2%) cases didn’t express K17 (p = 0000). In 5 (5.8%) cases the expression
was positive weak on the margin of the tumor (p=0005). Of the 65 positive cases, 43 (66.1%)
corresponds to the patients with compromised lymph nodes from neoplasis (p = 0.09). Among
the cases with neoplasis infiltration in lymphatic vessels 48 (78.6%) showed positive mark for
the K17 (p = 0,004). Among the cases with peritumoral necrosis the positivity occurred in 58
cases (78.3%, p = 0004). Of the 90 evaluated cases a positive expression ocurred for the K19
in 12 (13.3%), of these, 8 (66.6%) were strong positive and in 4 (33.3%) weak positive. In the
surgical margin of security an expression didn’t occur in 79 (92.9%) cases (p = 0021). Three
margins (3.5%) expressed the K19, showing that in one the positivity was weak and two strong.
Of the cases with presence of necrosis 16.2% (12 cases) showed a positive mark for the K19
(p = 0092). CONCLUSION: The expression of the K17 was more frequent than of the K19 in
the tumors and both were not present in the significant ways in the margins. There was no
relation of K17 and K19 with the clinical variables. There was a positive relation between the
expression of the K17 with the tumor aggressiveness.

Key Words: Squamous Cell Carcinoma. Keratins 17 and 19. Tumor Aggression. Head and
Neck Cancer.

13



1. INTRODUGCAO

O céncer oral € uma importante causa de morbi-mortalidade no mundo, com taxas de
incidéncia variando amplamente de acordo com a localizagdo geografica e dentro de uma
mesma localizagdo conforme idade, sexo e raga (SILVEIRA et al, 2007). Nos Estados Unidos
o cancer de Cabeca e Pescoco corresponde a aproximadamente 3 a 5% de todas as

neoplasias (NCI, 2009).

Os carcinomas da cavidade oral e orofaringe representam aproximadamente 3% de
todas as lesdes malignas em homens e 2% das mulheres nos Estados Unidos (VENTURI et al,
2004). No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, de numeros de casos novos de cancer da

cavidade oral foram de 10.380, segundo dados do INCA no ano de 2008.

A agressividade destes tumores esta ligada a diversos fatores como o grau histologico
de malignidade, grau de comprometimento dos tecidos vizinhos e presenga de metastase para

linfonodos regionais (SILVEIRA et al, 2007; LIU et al, 2008).

Dos tumores de cabeca e pescogo, o carcinoma epidermoide € o tipo histolégico mais
comum. Muitas alteragdes moleculares ja foram descritas nesse tipo de tumor e que levam a
modificagdes fenotipicas nas células e em sua organizagéo celular (SILVEIRA et al, 2007),
como por exemplo, em filamentos intermediarios.

Filamentos intermediarios, como as queratinas sdo componentes intracelulares
essenciais e refletem distintas propriedades celulares e estadios de diferenciagcdo em tecidos
epiteliais (FILLIES et al, 2006). No epitélio escamoso da mucosa oral, algumas queratinas

estdo presentes em condi¢des normais, no entanto durante a transformagdo neoplasica,

14



alteragdes no tipo e na distribuicdo das queratinas sao vistas (REIBEL, 2003). No
citoesqueleto de epitélios, as queratinas sdo importantes para manter a integridade e
estabilidade das células epiteliais. Algumas queratinas também tém fungéo regulatoria e estao
envolvidas em sinalizagdo intracelular, como na apoptose, por exemplo (MOLL et al, 2008).
Em carcinomas epidermdides estdo em grande quantidade e regulam a migragao de células
normais e células epiteliais alteradas (CROWE et al, 1999).

Os progressos na compreensdo da biologia das queratinas e o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais para proteinas individuais sdo a base para o estudo da expressao
dessas proteinas no epitélio oral normal e patoldgico (RAM PRASSAD et al, 2005).

H& uma busca incessante de fatores prognésticos que possam contribuir para o
planejamento terapéutico de pacientes com céancer, identificando aqueles com maior
probabilidade de se beneficiarem com as diferentes opg¢des de tratamento (AMAR et al, 2002).

Vérios estudos sé@o desenvolvidos em relagdo ao carcinoma epiderméide de boca e
orofaringe, seu comportamento biologico, agressividade e prognéstico, porém muitos aspectos
ainda tém de ser melhor compreendidos, para maior direcionamento do prognostico e

tratamento. (UPPALURI et al, 2008; SCULLY e BURKHARDT, 2006).
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2.2

2. OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar a expressdo imuno-histoquimica das queratinas 17 e 19 no carcinoma

epidermdide de boca e orofaringe e na margem cirurgica.

Objetivos especificos

Avaliar a relagdo da expressdo das queratinas 17 e 19 com as variaveis clinicas e 0

TNM.

Avaliar a relagéo das queratinas 17 e 19 com a agressividade tumoral.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Epidemiologia do carcinoma epidermoéide de boca e orofaringe

O carcinoma epiderméide € a neoplasia mais frequente da cavidade oral,
correspondendo a 90% das neoplasias desta localizagdo (VENTURI et al, 2004). Entre todas
as neoplasias malignas de cabecga e pescogo, corresponde a 38%. Este tipo de tumor pode
ocorrer em qualquer parte da cavidade oral, mas os locais principais sdo soalho da boca, face

ventral da lingua, palato mole e base da lingua (SILVEIRA et al, 2007).

Estes tumores sdo mais comuns em homens com mais de 50 anos de idade (NCI,
2007). A mortalidade por cancer de boca corresponde a menos de 30% dos casos novos. A
sobrevida média estimada em cinco anos € aproximadamente cerca de 60% nos paises
desenvolvidos e 40% naqueles em desenvolvimento. A média mundial estimada é de 46%. No
Brasil, os maiores valores das taxas médias anuais de incidéncia, ajustadas por idade por 100
mil homens, foram constatados em S&o Paulo (1997-1998), com taxa média anual de 7,6

(INCA, 2008).

A maioria dos pacientes tem doenga avangada no diagndstico (estadio Ill e 1V). A
sobrevida tem relacdo inversa com o estadio avancado do tumor. A presenca de metastases
linféticas se relaciona com redugao de 50% na expectativa de vida (MYERS 1998; ZHEN et al,
2004). Por isso, o diagnéstico precoce € importante e a descoberta de marcadores

moleculares para a doenga, € objetivo de estudo de muitos grupos de pesquisa.

17



O estadiamento é baseado na classificagdo segundo o TNM (UICC, 2002), o qual
indica o prognostico e o melhor planejamento para o tratamento adequado. O TNM avalia
importantes caracteristicas como extensdo local, disseminagdo regional e metastase a
distancia (DANTAS et al, 2003; ARAUJO et al, 2006). Porém para a classificagdo ndo estao
associadas caracteristicas biolégicas do tumor, como por exemplo, expressdo de proteinas

especificas, que hoje se mostram de grande importancia para o progndstico e tratamento.

3.2 Fatores de risco do carcinoma epidermdide de boca e orofaringe.

Os estudos epidemioldgicos mostram que o risco de desenvolvimento de cancer
oral é de cinco a nove vezes maiores em tabagistas do que em néo tabagistas, mantendo
relacdo direta com a quantidade consumida. O uso do alcool também ¢é fator de risco para o
desenvolvimento do céncer das vias aerodigestivas superiores e potencializa a a¢éo do tabaco
(FORASTIERE et al, 2001; NEVILLE et al, 2002).

Além do aumento do risco pelo uso do tabaco e do alcool, aproximadamente 50%
dos carcinomas epidermaéides de orofaringe, particularmente nas tonsilas e na base de lingua,
evidenciam variantes oncogénicas do papilomavirus humano (HPV), principalmente dos
sorotipos 16 e 18. A irritagdo por proteses dentarias, dentes pontiagudos ou infecgdes cronicas
nao sdo mais consideradas como importantes antecedentes diretos do cancer oral, porém
podem contribuir para o desenvolvimento de leucoplasia, que constitui uma base para o
desenvolvimento do cancer oral (FREEMAN, 2004; WARD et al, 2004).

Segundo Gillison (2007), outros fatores de risco estéo ligados ao carcinoma
epidermoide de boca e orofaringe, como a dieta e o indice de massa corpérea. Ha uma forte e
consistente associagao entre o risco de desenvolver cancer oral e 0 baixo consumo de frutas e

vegetais. Pacientes que tem o habito de consumir grande quantidade de frutas e vegetais tem
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menor risco para o desenvolvimento deste tipo de cancer. Porém o fator protetor da dieta pode
ser modificado por outros fatores de risco. A deficiéncia crénica nutricional pode contribuir para
o risco de cancer oral. No entanto o baixo indice de massa corporea foi encontrado
principalmente entre os fumantes e etilistas. De acordo ainda com Gillison, poucas doengas
hereditarias tém sido associadas com o0 aumento de risco para o cancer oral, um exemplo
destas doengas é a anemia de Fanconi, no qual ha um defeito em 11 genes envolvidos no
reconhecimento e reparo do DNA. A mutacdo do p16 também estd associada a histéria

familiar de cancer oral em pacientes jovens.

3.3  Aspectos patolégicos do carcinoma epidermoéide de boca e orofaringe.

Em estagios iniciais, o carcinoma epidermdide da cavidade oral surge como placas
firmes, elevadas, brancas, ou como areas irregulares, asperas ou verrucosas, podendo em
ambos 0s casos, sobrepor-se a uma base de leucoplasia ou eritroplasia. Com o crescimento
dos tumores eles se mostram como massas exuberantes, salientes ou sofrem necrose central,
com superficie ulcerada, bordas elevadas e firmes (EPSTEIN et al, 2008; ROBBINS, 2008).

De acordo com as alteragbes histoldgicas, o carcinoma epidermdide tem inicio nas
camadas mais superficiais com o aparecimento de células epiteliais displasicas, exibindo
aparéncia diferente das células escamosas do epitélio normal, apresentando posteriormente,
um comportamento invasivo para o tecido conjuntivo subjacente (VENTURI et al, 2004).

Dentre as localizagdes anatomicas, o cancer de lingua apresenta um alto potencial de
invasdo e grande probabilidade de desenvolver metastases para linfonodos regionais, pois
existe grande drenagem linfatica nesta regido. Com relagdo as metastases distantes, os locais
mais frequentes sdo linfonodos mediastinais, pulmdes, figado e ossos. Essas metastases
muitas vezes estdo ocultas no momento do diagndstico da lesdo primaria. (SILVEIRA et al,

2007).
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Slaughter et al (1953), estudando cancer bucal, utilizaram pela primeira vez o termo
cancerizagdo de campo. Esse estudo baseou-se em analises histoldgicas de tumores de
pacientes com cancer de cabega e pescoco e demonstrou que: a) o cancer oral desenvolve-se
em areas de lesdes multifocais com alteragdes pré-cancerosas; b) um tecido anormal circunda
a neoplasia; ) as multiplas lesdes sdo independentes; d) a permanéncia do tecido anormal
apods a cirurgia pode explicar a recorréncia do tumor (SLAUGTHER et al, 1953; BRAAKHUIS

etal, 2003; HA e CALIFANO, 2003).

3.4 Aspectos biomoleculares do carcinoma epiderméide de boca e orofaringe.

Bases moleculares do processo de carcinogénese foram pesquisadas utilizando
como modelo o carcinoma colorretal. Esse modelo propde que um acimulo de alteragdes
genéticas ao longo do tempo leva o tecido normal ao carcinoma invasivo, passando por
hiperplasia e displasia celular (FEARON e VOGELSTEIN, 1990).

A maioria das alteragdes genéticas importantes no desenvolvimento do céncer
ocorre nos genes que controlam a proliferagdo celular (oncogenes e genes supressores
tumorais), ou ainda genes associados ao processo de reparo de danos no DNA, os quais,
quando inativos, podem levar ao aumento das taxas de mutagéo, causando eventualmente a
alteragé@o de genes importantes na carcinogénese (OJOPI e NETO, 2002).

O desenvolvimento do carcinoma epidermoide de cabega e pescogo ocorre em
multiplas etapas, que incluem a perda de controle do ciclo celular, perda da capacidade de
apoptose e reativacdo da telomerase. Além da p53 e p16, a perda da proteina rb, a inativagao
de p27 e a amplificagédo do oncogene ciclina D1 podem levar a progressao tumoral (CHOI E

MEYERS, 2008; GLEICH et al, 2002; RAYBAUD et al, 2003).
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Durante a formagdo do carcinoma epidermoide ocorrem alteragbes genéticas que
levam & alteragbes fenotipicas (SILVEIRA et al, 2007). Esse fato pode ser analisado por
expressoes alteradas de filamentos intermediarios de queratinas, os quais compdem um
sistema de estruturas filamentosas presentes no citoplasma e nucleo de células eucaridticas.
Os filamentos intermediérios apresentam composi¢do protéica, sendo que as queratinas
constituem um dos cinco grupos distribuidos nos diferentes tecidos (FUDGE et al, 2008;

COULOMBE et al, 2001).

35 Queratinas

Filamentos intermediarios de queratina sé@o caracteristicos das células de origem
epitelial. Nestes epitélios as células predominantes contém em seu citoplasma abundantes
filamentos de 80 A (8 nm), na forma de feixes, correspondendo a cerca de 30% da proteina
total da célula. As queratinas compdem uma familia de polipeptideos com peso molecular que
varia de 40-65 kDa. De acordo com o tipo de tecido epitelial, podem exibir diferengas no
numero de subunidades de polipeptideos, bem como em seus pesos moleculares. Diferentes
grupos de queratinas s@o expressos em varios tipos de epitélio escamoso estratificado in vivo.
No tecido humano sé&o representados por 20 polipeptideos diferentes que foram numerados de
1 a 20, de acordo com seus pesos moleculares e pontos isoelétricos. Estes peptideos sao
expressos nos epitélios em combinagdes especificas para cada tipo celular (ALMEIDA Jr,
2004).

Segundo Fuchs e Cleveland (1998), mais de 20 tipos de queratinas diferentes foram
descritas e podem ser subdivididas em duas classes: queratinas tipo | e queratinas tipo Il. As
queratinas do tipo | sdo moléculas pequenas com 40 a 56,5 kDa relativamente acidas e

compreendem as queratinas de 10 a 19, ja as queratinas do tipo Il sdo mais basicas e maiores
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com 53 a 68 kDa. A formagao de filamentos normalmente requer a expressdo de queratinas
em pares, consistindo uma do tipo | e outra do tipo Il.

O gene responsavel pela codificagéo da queratina 17 esta localizado no cromossomo
17 na regido q12-g21, possuindo 5 kb de comprimento. O gene possui 8 exons que codificam
uma proteina com 432 aminoacidos, um filamento intermediario de classe |, que é expresso
em células basais do epitélio complexo em base de unha, foliculo capilar, glandulas sebaceas
e outros apéndices epiteliais, ndo sendo descrita como expressa em tecido epitelial simples ou
estratificado (TROYANOVSKY et al, 1992). A queratina 17 esta catalogada no site do NCBI
com numeros NM_000422.1 (Entrez-Gene) e MIN 148069 (OMIN) (NCBI, 2008).

Estudos posteriores como no de Van de rijn et al (2002) estudaram a relagdo da
queratina 17 com o céncer de mama e seu prognostico. Analises de imuno-histoquimica
realizadas em tissue microarray contendo 611 tumores relacionaram a expressdo das
queratinas 5 e 17 a um pior prognostico.

Cohen-Kerem et al (2004) demonstraram a relagao entre a queratina 17 e o carcinoma
epidermdide de cabega e pescogo através de estudo utilizando a técnica de imuno-
histoquimica em 63 amostras de carcinoma epidermdide de laringe. Neste trabalho,
intensidade de marcagao do anticorpo da queratina 17 foi significativamente maior em células
tumorais, displasicas e em epitélio normal préximo ao tumor quando comparados a expressao
dos tecidos normais distantes do tumor.

Regauer e Reich (2007) alisaram por imuno-histoquimica com anticorpos para
queratina 17, p16 e p63, setenta e cinco amostras de bidpsia cervical, curetagens e cones
contendo variadas proporgdes de displasia e metaplasia e vinte casos diagnosticados como
metaplasia atipica imatura. Na metaplasia imatura as células proliferadas foram imunoreativas
para a queratina 17 e para o p63, enquanto que o p16 foi negativo. Todas as células

displasicas da neoplasia intraepitelial grau Ill demonstraram imunoreatividade uniforme para o

22



p16 e p63, mas estavam negativas para a queratina 17. Eles concluiram que a metaplasia
imatura atipica € um descritor histolégico util, mas ndo deve ser utilizado como diagndstico
final. A imuno-histoquimica para p16 e queratina 17 permite a distingdo entre metaplasia e

neoplasia intra-epitelial de alto grau.

lkeda et al (2008) realizaram um estudo, através da analise da coloragdo imuno-
histoquimica do p16, queratina 8 e 17 em 134 amostras de tecido cervical obtidos de biopsias.
Com os resultados concluiram que a positividade para as queratinas 8 e 17 estdo
correlacionadas com o aumento do grau das lesdes intra-epiteliais € com o carcinoma de

células escamosas.

As queratinas 17 e 19 estdo localizadas no mesmo cromossomo muito proximas em
uma regido cromossomica de 150kb que também contém as queratinas 13, 14, 15, 16
(CERATTO et al, 1997).

A queratina 19 é uma proteina que esta envolvida no desenvolvimento da epiderme
encontrada na superficie da pele e esta catalogada no site do NCBI com NM_002276.3 com
nimero do MIN 148020 (OMIN) (NCBI, 2008).

A queratina 19 € quase exclusivamente expressa em células do epitélio brénquico, de
tecidos pulmonares malignos e principalmente no cancer de pulméo, que ndo seja o de células
pequenas. (PRADAL et al, 1999).

Crowe et al (1999) realizaram experimentos utilizando a técnica de imuno-histoquimica
e encontraram menor expressao da queratina 19 em linhagens celulares de carcinoma
epidermdide oral em tumores mais invasivos. Maior expressado de queratina 19 foi relacionada
ainda a diminuigdo da capacidade celular de migrar pela lamina basal.

Rosa et al (2005) estudaram a expressdo imunohistoquimica de neoplasias epiteliais
tiredideas utilizando anticorpos monoclonais para galectina-3 e queratina 19, em 84 casos. O

padrdo de expressdo da queratina 19 foi diferente entre os tipos de leséo, enquanto nos
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bécios e adenomas mostrou-se fraco, nos carcinomas papiliferos foi forte e difuso. E a
expressao da galectina-3 foi mais significativa nos carcinomas. Foi concluido neste estudo que
associadas, a galectina-3 e a queratina 19 auxiliam o diagnostico histopatoldgico, além de
evidenciarem atipias e com isso, determinarem a presenca de uma leséo suspeita.

Suo et al (2006) utilizaram o estudo histopatolégico e a expressdo de mRNA da
queratina 19 detectada por RT-PCR em tecidos de tumores e linfonodos de pacientes com
cancer gastrico apds ressecgao radical do tumor, sendo concluido que mRNA K19 por RT-
PCR ¢ sensivel e especifico para exames em micrometastases em linfonodos regionais no
cancer gastrico.

Lalli et al (2008) analisaram o padrao de expresséo de 22 anticorpos monoclonais anti-
queratinas em 28 amostras de fibrose oral submucosa. Foi observado um aumento de
queratinas 1 e 10 nas camadas supra-basais, a indugéo de queratina 6 na camada basal e
completa auséncia de queratina 19 no epitélio. Além disso, houve um aumento da expressao
da queratina 17 nas camadas supra-basais, que foi correlacionado com a severidade da
doenca. Em uma parte dos casos mais severos de fibrose oral submucosa (14%), a expressao
da queratina 17 foi completamente perdida na camada basal, a qual pode ser definida como

maior risco para transformagao maligna.

Toyoshima et al (2008) realizaram um trabalho com 10 amostras de carcinoma
epidermoide oral e 5 amostras de mucosa normal. Foram avaliados os padrées de expressao
de 31 queratinas. As que tiveram expressdo mais pronunciada foram as queratinas 17, 19 e
20, que foram avaliadas em 46 amostras de carcinoma epidermdide oral por quantificagao
relativa usando RT-PCR em tempo real. Os resultados mostraram que a queratina 17 teve
uma maior expressao quando comparado as amostras normais e teve expressao significante
associado ao diagnostico (p=0.002). Foi concluido que a queratina 19 pode ser utilizada para o

estudo da progresséo clinica e na diferenciagdo do tumor e a queratina 17 ¢ um marcador
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mais apropriado para o diagnéstico de carcinoma epidermdide oral, dentre as queratinas

estudadas.
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4. CASUISTICA E METODO

Este projeto esta inserido no projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabega e Pescogo
e foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia Molecular do Hospital Heliopolis e no Servigo de

Anatomia Patoldgica do Hospital Heliopolis.

4.1 Casuistica

Foram selecionados 95 pacientes com carcinoma epiderméide de boca e orofaringe,
tratados cirurgicamente, atendidos no Departamento de Cirurgia de Cabega e Pescogo e
Otorrinolaringologia do Hospital Heliépolis, S&o Paulo — SP, entre os anos de 2002 a 2005. Os
pacientes foram caracterizados segundo o género, idade, habito de fumar, etilismo e de
acordo com a classificagéo histolégica do tumor segundo TNM e o CID, para avaliagdo da
agressividade tumoral e evolugao clinica.

Os casos incluidos no estudo foram classificados pelo Coédigo Internacional de
Doengas (CID) e incluem o C02 (Borda/Corpo da lingua), C0O3 (Gengiva), C04 (Soalho da
Boca), CO1 (Base da Lingua), C05 (Palato), C06 (Area retromolar), C09 (Tonsila Palatina) e
C10 (Orofaringe).

Dos casos de carcinoma epidermdide de boca e orofaringe foram excluidos os casos
em que os pacientes haviam feito algum tipo de tratamento prévio a cirurgia e 0s casos de
neoplasias de labio (por apresentar fatores de risco diferentes dos de boca, como exposigao a
luz solar). Além disso, foram excluidos os casos em que ndo havia material representativo
para analise, desta forma o numero de casos estudados foi 90.

Os dados relacionados aos pacientes e ao tumor, como a classificagdo do sistema

TNM (UICC, 2002), foram obtidos a partir das informagdes do arquivo do Servico de Anatomia
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Patolégica do Hospital Heliépolis e dos prontuarios dos pacientes (do banco de dados do
Genoma Clinico do Céncer de Cabega e Pescogo).

Todos os pacientes tém confirmacao histoldgica do diagndstico e blocos parafinizados
do tumor priméario. Os casos foram revisados e reclassificados segundo a OMS, 2002 e os
critérios histologicos reavaliados foram o grau de diferenciagdo, desmoplasia, intensidade de
infiltrado inflamatorio, infiltragao perineural, necrose e invasdes vasculares linfatica e sanguinea.

O material utilizado nesse trabalho inclui tecido cirurgico neoplédsico e adjacente

normal, provenientes de blocos parafinizados. Porém, como a disponibilidade de tecido é
limitada, foi confeccionado um bloco de tissue array contendo amostras que foram avaliadas

do ponto de vista imuno-histoquimico.

41.1 Caracterizagao epidemioldgica, clinica e histopatoldgica dos individuos.

Do ponto de vista epidemioldgico 86 % dos pacientes eram do sexo masculino. A
propor¢do entre homens e mulheres foi de seis homens para cada mulher. A idade dos
pacientes participantes do trabalho variou entre 24 e 81 anos de idade, com média de idade de
52,5 anos. A maioria dos pacientes (67%) tinha mais que 50 anos (Quadro 1).

Em relagdo ao uso do tabaco declararam-se tabagistas 96% dos pacientes. Os
etilistas foram 87% dos pacientes. Pacientes sem habito tabagista e etilista representaram 2%

da amostra (Quadro 1).

27



Quadro 1. Distribuicao dos pacientes com relagéo ao género, idade e habitos de

tabagismo e etilismo

Variavel Classificagao n %
Género Feminino 13 14%
Masculino 77 86%
Idade <50 30 33%
>50 60 67%
Tabagismo Sim 86 96%
Nao 4 4%
Etilismo Sim 78 87%
Nao 12 13%
Etilismo e/ou tabagismo 88 98%

Etilismo e tabagismo Né&o tabagista e etilista 2 2%
Etilismo e ndo tabagismo 2 2%

Tabagismo e ndo etilismo 5 6%

A amostra evidenciou uma localizagao prevalente na lingua com 33% e soalho bucal

22%, em relagdo a anélise da Classificagdo Internacional de Doengas — CID (Quadro 2).

Quadro 2. Distribui¢do dos pacientes com carcinoma epiderméide
de cavidade oral e orofaringe em relag&o ao sitio.

Sitio n (n=90) %
CO01 Base lingua 5 6%
C02 Borda/Corpo lingua 29 33%
C03 Gengiva 15 17%
C04 Soalho de boca 20 22%
C05 Palato 4 4%
C06 Area retromolar/Mucosa Oral 4 4%
C09 Loja tonsilar 9 10%
C10 Orofaringe 4 4%
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Em relagédo ao estadio clinico dos pacientes, a maioria foi diagnosticada em estadio
avancado (estadio lll, 40% e IV, 39%).

De acordo com o estadiamento patologico, 58% da amostra apresentaram ao
diagnéstico tumor pT3 e pT4. A maior parte dos pacientes (61%) apresentava linfonodos

acometidos pela doenca (Quadro 3).

A reavaliagdo dos critérios histologicos mostrou que somente 9% eram pouco
diferenciados. Seis (7%) casos apresentavam infiltragdo vascular sanguinea e 61 (68%)
infiltracdo vascular linfatica. A invaséo perineural estava presente em 44 (49%) casos. O
infiltrado inflamatdrio era escasso em 35 (39%) casos e moderado ou intenso em 54 (61%). A
desmoplasia foi classificada como leve, moderada ou intensa, tendo como resultados 42
(47%), 30 (34%) e 17 (19%) casos respectivamente. Com relacdo & necrose em 74 (83%)

casos estava presente (Quadro 3).
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Quadro 3. Distribuicdo dos pacientes com relagdo ao estadiamento e aos dados
anatomo-patoldgicos.

Variavel Classificagao n %
I 3 3%
I 16 18%
Estadiamento clinico 1] 36 40%
IVA 34 38%
VB 1 1%
Estadiamento patolégico
1 5 6%
pT 2 32 36%
3 22 24%
4 31 34%
0 35 39%
pN 1 20 22%
2 34 38%
3 1 1%
Dados anatomo-patoldgicos
Bem 40 44%
Grau de diferenciagéo Moderado 42 47%
Pouco 8 9%
Linfonodos comprometidos Sim 55 61%
N&o 35 39%
Infiltragdo vascular sanguinea Presente 6 7%
Ausente 84 93%
Infiltragdo vascular linfatica Presente 61 68%
Ausente 29 32%
Invasao perineural Presente 44 49%
Ausente 46 51%
Escasso 35 39%
Infiltrado inflamatério peritumoral Moderado 40 44%
Intenso 15 17%
Leve 42 47%
Desmoplasia Moderada 31 34%
Intensa 17 19%
Necrose Presente 75 83%
Ausente 15 17%




4.2 Método

4.2.1 Histologia

O grau de diferenciag&o histoldgica foi separado em 3 graus, bem, moderadamente e
pouco diferenciado, de acordo com as semelhangas com as células escamosas normais, como
por exemplo, a queratinizagao e grau de atipia nuclear (OMS, 2002).

A infiltracdo vascular sanguinea, linfatica, invasdo perineural e necrose foram
avaliadas quanto a presenca ou auséncia. Ja& o infiltrado inflamatorio peritumoral e a

desmoplasia foram avaliados e categorizados em leve, moderado ou intenso (OMS, 2002).

4.2.2 Confeccao do Tissue microarray (TMA)

Para melhor aproveitamento do uso dos anticorpos e economia de material emblocado,
optamos pela confecgdo de um tissue microarray de carcinoma epiderméide de boca e
orofaringe.

Apos a revisdo das 90 laminas coradas pelo método de hematoxilina e eosina (H.E.)
dos blocos selecionados, estas foram analisadas e duas areas foram delimitadas com caneta
apropriada para marcagdo (as areas marcadas foram representativas do tumor).
Posteriormente, foram delimitadas as areas nos blocos de parafina, chamados de blocos
doadores.

Dos blocos doadores foram retirados fragmentos cilindricos de 1mm e estes
acondicionados em um outro bloco chamado de bloco receptor. Cada bloco doador foi
representado em duplicata no bloco receptor. Esta etapa foi realizada em um aparelho preciso
(“Tissue Arrayer”) da marca Beecher Instruments® (Silver Spring MD), no Departamento de

Anatomia Patoldgica do Hospital do Cancer Sao Paulo, ilustrado na Figura 1. Os casos foram
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previamente dispostos em ordem numérica crescente de acordo com o registro de prontuario
da cabeca e pescogo do Hospital Heliopolis e amostrados em duplicata, foi representado
também uma amostra de figado que serve como marcador de posi¢éo dos casos (Figura 2).

Em seguida esses blocos foram levados ao micrétomo de parafina e obtidos cortes
histolégicos sequenciais de 3u que foram dispostos em Iaminas com adesivos da marca
Microsystems Inc®.

As laminas de TMA foram desparafinadas, desidratadas e cortes histologicos a cada 9
niveis diferentes foram corados pelo H.E., apenas para avaliagdo da representagédo das
amostras. Posteriormente foram selecionadas duas laminas de cada bloco para cada anticorpo

para serem submetidas a rea¢ao imuno-histoquimica (RIMM et al 2001; HEDVAT et al 2002).

Figura 1. Fotos do aparelho tissue arrayer da marca Beecher Instruments® (Silver Spring MD)
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Liver Core 2257 | 2434 | 2484 | 2500 | 2501 | 2512 | 2518 | 2544 | 2548 | 2576 | 3006 | 3008 | 3018 | 3020 | 3028

3091 3124 | 3141 | 3147 | 3160 | 3186 | 3202 | 3249 | 3290 | 3292 | 3294 | 3335 | 3357 | 3364 | 3368 | 3412
3416 3431 3435 | 3444 | 3460 | 3474 | 3478 | 3498 | 3507 | 3541 | 3547 | 3557 | 3559 | 3563 | 3608 | 4062
4084 4088 | 4124 | 4135 | 4136 | 4144 | 4159 | 4160 | 4168 | 4179 | 4221 | 4239 | 4304 | 4392 | 4424 | 4435
4538 4441 | 4451 | 4469 | 4483 | 4538 | 4549 | 4553 | 4589 | 4649 | 4659 | 4686 | 5066 | 5073 | 5182 | 5215
5234 5248 | 5251 5266 | 5280 | 5295 | 5361 5375 | 5437 | 5509 | 5523 | 5557 | 5578 | 5633 | 5666 | 5695

Liver Core 2257 | 2434 | 2484 | 2500 | 2501 | 2512 | 2518 | 2544 | 2548 | 2576 | 3006 | 3008 | 3018 | 3020 | 3028

3091 3124 | 3141 3147 | 3160 | 3186 | 3202 | 3249 | 3290 | 3292 | 3294 | 3335 | 3357 | 3364 | 3368 | 3412
3416 3431 3435 | 3444 | 3460 | 3474 | 3478 | 3498 | 3507 | 3541 | 3547 | 3557 | 3559 | 3563 | 3608 | 4062
4084 4088 | 4124 | 4135 | 4136 | 4144 | 4159 | 4160 | 4168 | 4179 | 4221 | 4239 | 4304 | 4392 | 4424 | 4435
4538 4441 | 4451 | 4469 | 4483 | 4538 | 4549 | 4553 | 4589 | 4649 | 4659 | 4686 | 5066 | 5073 | 5182 | 5215
5234 5248 | 5251 5266 | 5280 | 5295 | 5361 5375 | 5437 | 5509 | 5523 | 5557 | 5578 | 5633 | 5666 | 5695

Figura 2. Mapa do bloco de tissue array construido com 95 amostras mais uma de figado como marcador da posi¢éo dos
casos inseridos.

4.2.3 Imuno-histoquimica

Uma vez selecionados 0s casos € construido o bloco de tissue microarray dos blocos
de tumores e selecionados blocos das margens o painel imuno-histoquimico (IHQ) foi
completado, realizando-se reagdes para os anticorpos: anti K17 e K19 com respectivos clones

e origem de fabricag&o referidos no quadro abaixo.

Quadro 4. Listagem dos anticorpos utilizados no projeto em relagdo ao antigeno, clone e

origem.
Anticorpo Clone Origem Diluigao
Anti-K 17 E3 DakoCytomation® 1/40
Anti-K 19 KS 19.1 Santa Cruz® 11100
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As reacdes de imuno-histoquimicas foram realizadas pela técnica de complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC, DAKO®) (Anexo ). Foi realizado um controle
positivo e trés controles negativos para cada reagao.

Apbs a hidratagdo do tecido em alcool com progressiva graduagdo, seguiu-se a
inibicdo da peroxidase endogena utilizando o tratamento com peréxido de hidrogénio a 3%
durante 15 minutos. Apds lavagem em Tris, as laminas foram imersas em tampé&o citrato (pH
6,0) e aquecidas em panela a vapor a 90°C por 30 minutos.

Realizada incubagdo com anticorpo primario, diluido em titulo estabelecido em
tampao PBS contendo albumina bovina BSA a 1% (SIGMA) e azida sddica (NaNs) 0,1%, em
camara umida, 18 horas (over-night). Apds nova lavagem com PBS, as laminas foram
incubadas com os anticorpos secundario e terciario durante 40 minutos. A revelagdo

empregou substrato cromogénico, contra-corado por hematoxilina de Harrys.

4.2.4 Metodologia de analise

Para o tissue array, foram confeccionadas duas laminas por anticorpo. Como cada
ldmina do tissue array possui dois spots de tecido tumoral do mesmo paciente, foram
analisados 4 spots por paciente e calculada uma média aritmética do resultado das analises.
As margens tumorais foram analisadas em cortes histol6gicos convencionais.

Os critérios utilizados para a quantificacdo das proteinas por imuno-histoquimica
variaram de acordo com a localizag&o, intensidade de expressao e a freqiiéncia de marcagao
SOINI et al (2000).

A Intensidade da marcacdo pode ser subdividida em 4 graus com a seguinte

graduacao demonstrada no Quadro 5.
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Quadro 5. Gradagdo da reagdo imuno-histoquimica de acordo com a

intensidade.
Descri¢ao da intensidade Grau
Coloragao negativa 0
Coloragao de intensidade fraca 1
Coloragao de intensidade moderada 2
Coloragao de intensidade forte 3

Quanto & frequéncia, foi dividida em 5 graus com a seguinte graduagéo demonstrada
no Quadro 6. Posteriormente foram multiplicadas a intensidade e a frequéncia de células
coradas em cada spot. Apos o calculo do escore final nas quatro observagoes, foi calculada a

média entre eles (SOINI et al, 2000 modificado).

Quadro 6. Gradagdo da reagdo imuno-histoquimica de acordo com o
numero de células coradas.

Descrigdo do nimero de células coradas Grau
Menor que 5 % 0
Entre 5 % e 10 % 1
Entre 11 % e 50 % 2
Entre 51 % e 90 % 3
Maior que 90 % 4

A interpretacdo foi dividida em 3 graus, negativo, positivo fraco e positivo forte com a

graduagéo demonstrada no quadro 7.
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Quadro 7. Interpretacdo da média calculada nos spots.

Média Interpretacao
0a3 Negativo

Entre 3,1e 5,0 Positivo fraco
Maior que 5,1 Positivo forte

As margens foram interpretadas da mesma forma, ndo sendo necessario realizar média

por ser somente um valor de intensidade e nimero de células coradas.

4.2.5 Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital
Helidpolis em 14 de dezembro de 2007, sob nimero 446 e é subprojeto do Projeto Genoma
Clinico do Cancer de Cabeca e Pescogo, também aprovado pelo CEP do Hospital Heliopolis
sob nimero 386 aprovado em 15 de abril de 2005 (Anexo I).

O material utilizado para a realizagdo do estudo consistiu de tecido parafinizado que
foi coletado e armazenado regularmente apdés o ato cirurgico pelo Servigo de Anatomia
Patoldgica.

Os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido do
Projeto Genoma Clinico do Cancer de Cabega e Pescogo e muitos foram a oObito dada a
agressividade da doenca.

A relacdo entre a genética e os beneficios diretos aos pacientes esta bem
estabelecida em cancer medular de tiroide, cancer de mama e célon, na qual marcadores

moleculares sédo utilizados na pratica clinica. Porém para os marcadores em questao, ainda
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em estudos preliminares, muito possivelmente, ndo havera beneficios diretos em decorréncia
da pesquisa aos pacientes deste estudo, porém, os resultados poderao beneficiar, no futuro,
outros pacientes.

Se os resultados obtidos em relagdo a analise genética trouxerem beneficios em
relacdo ao diagnéstico ou prognéstico da doenga, asseguraremos o contato com os pacientes
envolvidos no estudo e divulgagdo dos dados obtidos e caso seja necessario, 0
aconselhamento genético, conforme a resolugéo no. 347 do Conselho Nacional de Saude (13
de janeiro de 2005). Os resultados obtidos desse trabalho serdo enviados a publicagdo em
revista cientifica, garantindo o sigilo e respeito a confidencialidade dos sujeitos envolvidos no

trabalho.

426 Metodologia Estatistica

A diferenga entre margens e tumores segundo a expressao da proteina estudada foi
verificada pela analise bivariada calculada através do Qui-quadrado e teste exato de Fisher
com o teste do nivel de significancia de Lilliefors (significancia de p<0,05). Igualmente foram
analisadas as caracteristicas clinico-patolégicas descritas no Quadro 7, onde o tamanho do
tumor e metastase regional seguem a classificagao internacional do TNM e tém o diagnéstico
confirmado pela Anatomia Patologica (pT e pN).

O odds ratio (OR) e o intervalo de confianga (IC 95%) foram calculados através da
regressao logistica binaria. A regressdo logistica multivariada foi utilizada para ajustar os
valores OR, onde foram consideradas as variaveis que apresentaram o valor de p<0,20

quando testada a associagao coma caracteristica analisada.
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Quadro 8. Demonstrativo das caracteristicas clinico-patologicas com suas respectivas

categorias.
Caracteristicas clinico-patoldgicas Categorias
Tamanho do tumor (pT) 1) pT1, 2) pT2, 3) pT3 e 4) pT4
Linfonodo acometido (pN) 1) ausente e 2) presente
Invas&o extracapsular 1) ausente e 2) presente
Grau de diferenciagéo 1) bem, 2) moderadamente e 3) pouco diferenciado
Embolizagao linfatica 1) ausente e 2) presente
Invas&o perineural 1) ausente e 2) presente
Infiltrado inflamatorio peritumoral 1) ausente+escasso e 2) moderado+intenso
Desmoplasia 1) leve, 2) moderada e 3) intensa
Necrose 1) ausente e 2) presente

38



5. RESULTADOS

O resultado da anélise da marcagéo para K17 mostrou que do total de 90 casos de

tecido tumoral, 65 (72,2%) casos apresentaram expressdo, destes 44 (48,9%) foi positiva

forte e 21 (23,3%) positiva fraca (figuras 3 e 4). As margens foram avaliadas, sendo que em

75 (93,7%) casos nao houve expressao de K 17 (p=0,000) (Figura 5). Em 5 (6,3%) casos a

expressao foi positiva fraca na margem do tumor (p=0,005) (Figura 6). Esses dados podem

ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Relagéo entre a expressao imuno-histoquimica
da K17 no tumor e na margem cirdrgica de seguranga.

K17

Positiva forte
Positiva fraca
Negativa

Total

Tumor Margem p value
N % n %
44 489% 0 0
0,005
21 283% 5  63%
25 2718% 75 93,7% 0,000
90 100% 80 100%
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Figura 3. Foto da express&o positiva forte da K17 em aumento de 400x em carcinoma epiderméide representado no TMA.
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Figura 4. Foto da express&o positiva fraca da K17 em aumento de 400x em carcinoma epiderméide representado no TMA.
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Figura 5. Foto da expressdo negativa da K17 no aumento de 400x em margem de carcinoma epidermoide
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Figura 6. Foto da expresséo positiva fraca da K17 no aumento de 400x em margem de carcinoma epidermoide.
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A comparacdo da expressdo da proteina K17 com os fatores histopatolégicos

mostrou que entre os 65 casos positivos, 43 (66,1%) correspondem a pacientes com

linfonodos comprometidos pela neoplasia (p=0,09).

Dentre os casos com infiltragdo da neoplasia em vasos linfaticos (Figura 7) 48

(63,3%) apresentaram marcagé@o positiva para a K17 (p=0,043). J& entre os casos com

necrose peritumoral (Figura 8) a positividade ocorreu em 58 casos (65,1%; p=0,004). Os

dados estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Relagdo entre infiliracdo de vasos linfaticos e necrose e a

expressao da K17.

i K17 Positivo K17 Negativo
Caracteristicas o 0 p value
n % n %
Infiltragéo linfatica
Ausente 17 18,8 12 13,3
0,043
Presente 48 53,3 13 14,4
Né&o avaliavel 0 0 0 0
Necrose peritumoral
Ausente 6 6,7 9 10,0
0,004
Presente 58 64,4 16 17,7
N&o avaliavel 1 11 0 0
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Figura 7. Foto de 1dmina corada em H.E. demonstrando infiltragdo vascular linfatica em carcinoma epiderméide - 400x.
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Figura 8. Foto de lamina corada em H.E. demonstrando necrose tumoral em carcinoma epidermdide no aumento de 400x.
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N&o houve relagédo estatistica entre a positividade para a K17 e o estadiamento
patoldgico, diferenciagdo histologica do tumor, infiltragdo vascular sanguinea, invasdo

perineural, intensidade do infiltrado inflamatério e a intensidade de desmoplasia (Tabela 3).

Tabela 3. Relagdo entre as caracteristicas do tumor e a marcagéo para K17

Caracteristicas K17 Positivo K17 Negativo p value

n % n %

Tumor

Ik 2 3,1 3 3,3

T2 22 243 10 11,0 0,274

T3 16 17,7 6 6,5

T4 25 27,6 6 6,5

Diferenciagao

Pouco 4 45 4 45

Moderadamente 32 35,6 9 10,0 0,254

Bem diferenciado 28 31,0 12 13,3

N&o avaliavel 1 11 0 0

Infiltragdo sanguinea

Ausente 60 66,6 23 25,5 0,542

Presente 4 45 2 2,3

N&o avaliavel 1 1.1 0 0

Invasao perineural

Ausente 32 35,6 13 14,5

Presente 32 35,6 12 13,3 082

N&o avaliavel 1 1.1 0 0

Infiltrado inflamatério

Ausente escasso 27 30,0 8 8,9 0.261

Moderado intenso 37 411 17 18,9

N&o avaliavel 1 1.1 0 0

Desmoplasia

1 29 32,3 13 14,5

2 21 23,3 9 10,0 0,564

3 14 15,5 3 3,3

N&o avaliavel 1 1.1 0 0
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Dos 90 casos avaliados ocorreu expressé@o positiva para a K 19 em 12 (13,3%),
destes, 8 (8,9%) foi positiva forte e 4 (33,3%) positiva fraca (Figuras 9 e 10). Com relacéo a
margem cirurgica de seguranga n@o ocorreu expressao em 79 (96,3%) casos (p=0,021)
(Figura 11). Trés casos (3,5%) expressaram a K19 (Figura 12), sendo que em uma a

positividade foi fraca e em duas forte. Dados representados na Tabela 4.

Tabela 4. Relagdo entre a expressao imuno-histoquimica
da K19 no tumor e na margem cirdrgica de seguranga.

K19 Tumor Margem p value

N % n %

Positiva forte 8 8,9% 2 2,5%

0,736
Positiva fraca 4 4.4% 1 1,2%
Negativa 78 86,7% 79 96,3% 0,021

Total 90 100% 82  100%
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Figura 9. Foto da expressdo positiva forte da K19 em carcinoma epidermaide representado no TMA - 400x.
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Figura 10. Foto da expressdo positiva fraca da K19 em carcinoma epidermoide representado no TMA — 400x.

50



Figura 11. Foto da expressdo negativa da K19 em margem de carcinoma epidermoide — 400x.
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Figura 12. Foto da expresséo positiva fraca da K19 em margem de carcinoma epiderméide — 400x.

Dos casos com presenga de necrose 13,3% (12 casos) apresentaram marcagéo
positiva para a K 19 (p=0,092). Nao houve correlagdo estatistica entre a positividade para a K
19 e o estadiamento patolégico, linfonodos comprometidos, diferenciagéo histolégica do
tumor, infiltragdo vascular e linfatica, invaséo perineural e intensidade de desmoplasia

(Tabela 5).
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Tabela 5. Relag&o entre as caracteristicas do tumor e a marcagéo para K19

K19 Positivo

K19 Negativo

Caracteristicas n % n % p value
Tumor

T1 1 11 4 4,4

T2 5 55 27 30,0 0,873
T3 3 33 19 211

T4 3 3,3 28 311

Linfonodos

N(-) 5 55 30 33,3 0,534
N(+) 7 7,7 48 53,3

Diferenciagao

Pouco 1 11 7 7,7

Moderadamente 7 7,7 34 37,7 0,645
Bem diferenciado 4 44 36 40,0

Nao avaliavel 0 0 1 11

Infiltragdo sanguinea

Ausente 12 13,3 71 78,8 0.408
Presente 0 0 6 6,6

Nao avaliavel 0 0 1 1,1

Infiltragdo linfatica

Ausente 2 2.2 27 30,0 0.184
Presente 10 11,1 51 56,6

Né&o avaliavel 0 0 0 0

Invasao perineural

Ausente 6 6,6 39 43,3

Presente 6 6,6 38 422 0,604
Nao avaliavel 0 0 1 1,1

Infiltrado inflamatério

Ausente escasso 5 55 30 33,3 0.548
Moderado intenso 7 77 47 52,2 ’
Nao avaliavel 0 0 1 11

Desmoplasia

1 4 44 38 42,2

2 6 6,6 24 26,6 0,427
3 2 2,2 15 16,6

N&o avaliavel 0 0 1 1,1

Necrose

Ausente 0 0 15 16,6

Presente 12 13,3 62 68,8 0,092
Nao avaliavel 0 0 1 11
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi realizada correlacdo da expressdo imuno-histoquimica das
queratinas 17 e 19 no carcinoma epidermoide de boca e orofaringe com as variaveis
histolégicas e clinicas. A literatura mostra que a transformagéo maligna é frequentemente
associada a alteragdes na expressédo dos filamentos normais das células, porém n&do foram
encontrados na literatura muitos estudos relacionando as queratinas 17 e 19 com o CEC de
cavidade oral e orofaringe. Diversos trabalhos referem estas queratinas em outros sitios e
outros tipos histoldgicos de tumores como, por exemplo, a queratina 17 foi estudada em
neoplasia intraepitelial cervical e CEC de colo uterino, CEC de laringe, tumores ovarianos €
carcinoma mamario; j& a queratina 19 foi utilizada em estudos de neoplasia epitelial
tireoideana, carcinoma gastrico, CEC de pele, adenocarcinoma de colon, entre outros
(HAMADA et al, 2008, IKEDA et al, 2008; REGAUER e REICH, 2008; PASCHOAL et al, 2007;
SUO et al, 2006; ROSA et al, 2005; COHEN-KEREM et al, 2004; VAN DE RIJN et al, 2002).

Neste estudo, dos 90 casos avaliados a maioria (72,2%) era positiva para a K17 e dos
positivos 48,9% tinham marcagéo forte. Quando comparamos a marcagao positiva para a K17
no tecido neoplasico e na margem cirdrgica, encontramos correlacdo estatistica (p=0,005), da
mesma forma comparando a ndo marcagdo para a K17 entre o tumor € a margem, também
encontramos correlagao estatistica (p=0,000), como observado na tabela 1. A presenga desta
proteina foi demonstrada por Moll et al em 1982, pelo método em gel de eletroforese, estando
a proteina presente em carcinomas epiderméides, assim como em tecido glandular normal,
mas aparentemente ausente em epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado. No
trabalho de Toyoshima et al, 2008, foram analisadas 10 amostras de carcinoma epidermoide
da cavidade oral e 5 amostras de mucosa normal, avaliando a expressdo de 31 keratinas.

Entre todas as queratinas, a K17 foi a que mostrou maior correlagdo com a neoplasia, quando
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comparada com a mucosa normal. Além disso, a hiper-expressdo foi significantemente
associada com o diagndstico de carcinoma (p=0,002). Somando os dados encontrados no
presente estudo com os da literatura pode-se sugerir que a K17 pode ser um potencial
marcador diagndstico de lesdo precoce.

Quando relacionada a infiltragédo em vasos linfaticos com a marcagao positiva para a
K17, observamos correlagao estatistica, sendo que em 53,3% deste casos a K17 era positiva

(p=0,043), fato este ndo demonstrado pela literatura.

No estudo de Toyoshima et al (2008), a forte expressdo da K17 foi significantemente
associada com metastases em linfonodos cervicais (p<0,05). Em nosso estudo, apesar de nao
encontrarmos relagéo estatisticamente significativa, pudemos verificar que em 66,1% dos
casos com linfonodos cervicais comprometidos, a K17 tinha marcagéo positiva (p=0,09). O fato
de ndo ter comprovagao estatistica significante pode ser explicado pelo pequeno tamanho da
amostra, porém deve ser levado em consideragdo, pois a presenca de metastase em
linfonodos é o fator prognéstico mais importante para a sobrevida do paciente (HASHIMOTO

et al, 2005).

A necrose tumoral esta relacionada com o rapido crescimento de um tumor maligno,
isto é diretamente ligado a um pior prognostico (LEEK et al, 1999). Neste trabalho houve

significante correlagdo entre a positividade da K17 com necrose peritumoral (p=0,004).

N&o houve relagdo estatistica significante entre a positividade para a K17 e o
estadiamento patoldgico e diferenciagdo histologica. Este achado também foi semelhante no
trabalho de Yoshida (2007), onde foram analisadas 134 amostras de carcinoma epidermdide,
nao se encontrando correlagdo entre os graus histoldgicos do tumor e a expressao da K17.
N&o houve correlagdo com infiltragdo vascular sanguinea, invasao perineural, intensidade do

infiltrado inflamatério e desmoplasia.
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A avaliagdo mostrou diferentes resultados quando comparados o tumor e a margem
com a positividade para a K19, sendo que dos 90 casos somente 13,3% foram positivos no
tumor. Na margem cirlrgica a maioria dos casos (92,9%) ndo expressou a K19. Dados
diferentes foram observados por Silveira et al em 2007, onde a K19 teve imunomarcagao no
epitélio adjacente ao tumor, em 18 dos 30 casos estudados. Uma avaliagdo da K19 em epitélio

escamoso saudavel mostrou positividade na camada basal (FILLIES et al, 2006).

No caso da necrose peritumoral a marcagao para a K19 também foi bem diferente da
K17, sendo que somente 12 casos (16,2%) com necrose apresentaram marcagao positiva

para a K19, ndo sendo encontrados relatos na literatura sobre este fato.

N&o foi encontrada correlagéo estatistica entre a marcagdo para a K19 e a presenca
de metastases em linfonodos. Na literatura s6 ha relatos em outros sitios € em outros tipos
histolégicos de neoplasia como, por exemplo, o adenocarcinoma, demonstrado em 2006 por
Suo et al, onde a K19 foi sensivel e especifica para o diagnostico de micrometastases em

linfonodos regionais de carcinomas gastricos.

N&o houve correlacdo estatistica entre a K19 e o estadiamento patolégico,
diferenciacdo histoldgica, infiltracdo vascular sanguinea e linfatica, invasdo perineural,
intensidade do infiltrado inflamatorio e desmoplasia (Tabela 5). Da mesma forma Silveira et al
(2007) em seu estudo, também ndo observaram correlagdo estatistica significante entre a

expressao da K19 e o grau histolégico e parametros clinicos.

Dessa forma podemos observar que tanto a presenca da K17 como a auséncia da
K19 tem relagdo com o carcinoma epidermdide de boca e orofaringe e podem ser utilizados
em estudos futuros para um melhor entendimento destes tumores. Devido a relagao
encontrada entre a expresséo positiva da K17 e a infiltragdo da neoplasia em vasos linfaticos e
a necrose peritumoral, podemos sugerir que a presenca desta proteina em carcinomas

epidermoides de cabega e pescoco esta relacionada a um pior prognéstico, por se tratarem de
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tumores mais agressivos. A K17 juntamente com outros marcadores poderia compor um painel
imuno-histoquimico para avaliagdo de prognostico de pacientes com CEC de boca e

orofaringe.

A maioria das margens cirirgicas ndo expressou a K17, diferentemente do tecido
tumoral, por este motivo podemos sugerir sua utilizagdo na pratica diaria, quando da avaliagao

histopatolégica de margens cirdrgicas, principalmente nos casos duvidosos.

A realizagdo de outras pesquisas relacionadas as queratinas podera mostrar mais

claramente, qual a relagdo entre a presenca dessas proteinas e 0 comportamento tumoral.
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7. CONCLUSOES

De acordo com nossos resultados chegamos as seguintes conclusdes:

1 - A expressado da K17 foi mais frequente do que a K19 nos tumores e ambas nao estiveram
presentes de forma significativa nas margens, sugerindo a participacdo destas proteinas na
carcinogénese do carcinoma epidermoide de boca e orofaringe.
2a — Nao houve relagdo das K17 e K19 com as variaveis clinicas, sugerindo que essas
proteinas ndo poderiam servir como marcadores de prognostico.

2b — Houve relag&o positiva entre a expressao da K17 com a agressividade tumoral.
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ANEXOS

Anexo |

UGA I- UNIDADE DE GESTAO ASSISTENCIAL — HOSPITAL HELIOPOLIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

S&o Paulo, 18 de julho de 2008.

A Prezada
Dra. Berenice Di Angelis Coelho

APROVACAO

Referente: “Avaliagdo da expressdo dos genes NDRG1, Citoqueratinas 19,17 ¢ 4 LEPR ¢ DAP1 em
pacientes com carcinoma epidermoéide de vias aerodigestivas superiores e relacio com a
agressividade tumoral ”.

Registro CEP: 446

Tendo como investigadora principal a Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva, conforme segue:

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Heliépolis avaliou e aprovou em 14/12/2007 apés a analise do
relator Dr. Odilon Victor Porto Demardin, todas as questdes apontadas pelo mesmo onde o novo titulo do

protocolo € o citado acima.

OBS: O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Heliopolis segue a Conferéncia Internacional de Harmonizagio de
Boas Préticas Clinicas (ICH-GCP), bem como a Resolugdo 196/96 CNS/MS e as demais resolugdes e legislagdes

vigentes e pertinentes a Pesquisa Clinica em nosso pais.

Estamos a disposigdo para quaisquer esclarecimentos.

Atenciosamente

V4
r. Jozias de An:%brinho
COORDENADOR CEP
Rua Conego Xavier, 276 — Sacoma — Sio Paulo — PS-Externo — CEP 04231-030.

Fone: 2215-1001 / 2274-7600 ramal 105 / Fax: 6162-6764
E-mail: cep_heliopolis@yahoo.com.br
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Anexo
Protocolo para reagao imuno-histoquimica

A - Desparafinizagao em xilol frio trés banhos de 5 minutos.

B — Hidratag&o dos cortes em: etanol absoluto; etanol a 95%; etanol a 80% (5x

cada); lavagens em agua corrente e destilada.

C — Recuperacao antigénica: Fervura em panela a vapor com solugdo de acido
citrico 10 mM/pH 6.0 por 40 minutos a 90°C. Aguardar 20 minutos para baixar a
temperatura.

D - Bloqueio da peroxidase enddgena: Perdxido de Hidrogénio a 3% em trés
banhos de 5 minutos cada. Lavagem em agua destilada e 2 banhos de 5 minutos
no Tampao Tris (hidroximetil) aminometano.

E — Incubagao com anticorpo primario (especifico para o antigeno), diluido em
tampéo Tris contendo solugdo de albumina bovina BSA a 1% e azida sodica a
0,1%, em cadmara umida, 18 horas (over-night) a 4°C. Lavagens em tampé&o Tris
(dois banhos de 5 minutos).

F — Incubagédo com reagente secundario biotinilado em camara umida: 30
minutos em temperatura ambiente. Lavagens em tampé&o Tris (2x).

G - Incubagéo com Estreptoavidina- HRP, em cadmara Umida: 30 minutos a

temperatura ambiente. Lavagens em tampao Tris (2x).

H — Revelagdo com substrato cromogénico (DAB® substrate buffer) 2 minutos a

temperatura ambiente. Lavagens em agua corrente e destilada.

| — Contracoloracao (leve) com Hematoxilina de Harrys. Lavagens em agua

corrente e destilada.
- Solucao saturada de Carbonato de Litio (3x). Lavagens em agua corrente

K — Desidratagdo dos cortes em: etanol a 50%; etanol a 80%; etanol a 95%;

etanol absoluto (3X); xilol (3X) e montagem em meio permanente (Entellan®).
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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