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Hatakeyama M. Expressdo de HER-1, HER-2 totais e fosforilados em
queilite actinica e carcinoma epidermdide de labio inferior [tese]. Sdo
José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Séo José dos Campos,
UNESP - Univ Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho; 2010.

RESUMO

A queilite actinica (QA) é uma lesdo multifocal que acomete o
vermelh@o do labio com potencial de malignizacdo para carcinoma
epidermoide (CE). O receptor para o fator de crescimento epidermal
(EGFR) é membro da familia dos receptores tirosina quinase que
participa da transformacdo e progressdo da neoplasia maligna. O
objetivo desta pesquisa foi verificar a expressao de HER-1 e HER-2
totais e fosforilados e possiveis correlacbes das expressdes destas
proteinas com lesdes de QA e CE de labio inferior por
imunoistoquimica. Foram um estudo de 50 casos de QA, 50 casos de
CE e 14 de Controle. Expressdo das proteinas foi baseado num escore.
Os dados obtidos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e
como analise post-hoc o teste de Mann-Whitney com correcdo de
Bonferroni e, correlagdo de Spearman. O nivel de significancia
escolhido foi o valor convencional de 5%. A analise da comparacao
foi estatisticamente significativa na membrana do pHER-2, grupos
Controle x QA e QA x CE; no citoplasma do HER-1, grupos Controle
X QA, do pHER-1, grupos Controle x QA e Controle x CE, do pHER-
2, grupos Controle x QA e Controle x CE; no nicleo do pHER-1,
grupos Controle x QA, do HER-2, Controle x QA e Controle x CE
(p<0,05). O estudo da correlacao foi estatisticamente significativa na
membrana do HER-1 x pHER-2 no grupo QA, HER-1 x HER-2,
HER-1 x pHER-1, HER-2 x pHER-1 no grupo CE; no citoplasma
entre HER-1 x HER-2 no grupo QA, HER-1 x HER-2 no grupo CE;
no nucleo entre HER-2 x pHER-1 no grupo Controle (p<0,05). Estes
dados sugerem que a maior marca¢ao no grupo Controle poderia ser



decorrente da variedade de lesdes benignas que compdem esse grupo e
que poderiam apresentar proliferacdo aumentada. Localizagdo nuclear
poderia estar relacionada ndo apenas como iniciadores das cascatas
intracelulares, mas também como fatores de transcricdo. A
fosforilacdo dos receptores HER-1 e HER-2 desencadeando a via da
MAPK pode ser independente dos niveis totais das proteinas em
lesdes de QA e CE labial, ja que a fosforilacdo pode estar aumentada
indiretamente devido a radiacdo UV de uma forma independente de
ligantes.

Palavras-chave: HER. Imunoistoquimica. Queilite. Carcinoma. Labio.
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1 INTRODUCAO

Queilite actinica (QA) ¢ decorrente do dano actinico no
labio, que se caracteriza por alteragdes clinicas e histoldgicas

(Cavalcante et al., 2000; Marcopoulos et al, 2004; Nico et al., 2007).

Foi descrita pela primeira vez por Ayres, 1923 ao
relatar 5 casos de lesOes labiais caracterizadas por uma alteragdo
inflamatoria cronica, preferencialmente do labio inferior provocada
pela radiagdo solar ou agentes quimicos, sendo denominados de QA

cronica ou queilite esfoliativa.

A radiagdo solar desencadeia mutagao do gene p53,
consequentemente iniciagao tumoral (mutagdo do DNA), sendo que o
dano do DNA ou fotoisomerizagdo de trans para cis-adcido urocanico
(UCA) desencadeia varios eventos, incluindo a imunossupressao que
tem relagdo direta na carcinogénese (Clydesdale et al., 2001).

A QA ¢ uma lesdao potencialmente cancerizavel, por ter
maior probabilidade de evoluir para um cancer, apesar de que nem
toda lesdao necessariamente se transforma em uma neoplasia maligna
(Brasileiro Filho et al., 1998).

A probabilidade da evolucdo de QA para carcinoma
epiderméide (CE) ndo ¢ determinada. Acredita-se que o dano solar ¢

cumulativo, € que a exposi¢do continua sem protecdo para levar ao
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desenvolvimento de CE ¢ s6 uma questdo de tempo (Main; Pavone,
1994).

O CE ¢ uma neoplasia epitelial invasiva com varios
graus de diferenciacdo escamosa, com propensao a metastase precoce
e comprometimento dos linfonodos (Johnson et al., 2005).

Quanto a incidéncia de todas as neoplasias malignas, os
CE orais e de orofaringe representam cerca de 90%. No mundo
389.650 casos de CE ocorreram no ano de 2000, destes 266.672 em
cavidade bucal e 122.978 na orofaringe. Isto representa 4 a 5% de
todos os canceres em homens e 2% em mulheres. A relacao atual de
homem/mulher ¢ de aproximadamente 2:1, e tem sido relacionada
com o aumento do numero de mulheres fumantes e com sua
probabilidade de vida mais longa (Bork et al., 1993; Regezi; Sciubba,
2000; Johnson et al., 2005). No Brasil as estimativas para o ano de
2010 e 2011 indicam a ocorréncia de 489.270 novos casos de cancer,
sendo a regido sul e sudeste as que apresentam as maiores taxas. Na
cavidade oral serao 14.120 novos casos em 2010 (INCA, 2009).

Os carcinomas de labio representam 25 a 30% de todos
os canceres orais (Bork et al., 1993; Regezi; Sciubba, 2000), sdo
predominantemente CE (Main; Pavone, 1994), a maioria surge no
vermelhao (Moore et al., 1999) e envolvem com frequéncia destacada
o labio inferior (Ibsen; Phelan, 1996; Neville et al., 1998). O
carcinoma do vermelhdo de ldbio tem uma fisiopatologia que se
assemelha mais com a do CE da pele exposta ao sol do que a do

carcinoma intra-oral (Neville et al., 2004).
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O aumento da incidéncia de cancer humano, terapias
convencionais limitadas e progndstico desfavoravel levaram a area
cientifica ¢ médica em busca de novas abordagens a serem
empregadas isoladamente ou em combinagdo com as ja existentes.
Algumas moléculas que participam de processos fisiologicos em
nosso organismo também tém sido associadas a transformacgdo
oncogénica in vitro e in vivo, entre eles os receptores da familia
tirosina quinase: HER-1, HER-2, HER-3 ¢ HER-4 (Olayioye et al.,
2000). Estes receptores t€m sido relacionados a carcinomas de mama
(Slamon et al., 1989; Stern, 2003; Wiseman et al., 2005), ovario
(Slamon et al., 1989), pancreatico (Safran et al., 2001), géstrico
(Lemoine et al., 1991) e cabega e pescoco (Shin et al., 1994; Grandis
et al., 1996). Logo, inibigdo desses receptores surgiria como uma
alternativa no tratamento das neoplasias que a superexpressam.

Além da analise dos receptores nas formas totais ha
também nas formas fosforiladas, devido a sua importancia na ativagao
da cascata intracelular (El Sheikh et al., 2004; Nieto et al., 2007;
Taniyama et al., 2008; Magkou et al., 2008; Frogne et al., 2009),
gerando respostas celulares, tendo assim um maior significado
bioldgico.

Na literatura nao ha estudos sobre a expressao de HER-
1 e HER-2 totais e fosforilados em QA e ha poucos estudos em CE da
regido de cabeca e pescogo. O conhecimento da expressao da familia
HER pode contribuir para o entendimento da patogénese da QA e do
CE, mecanismo da possivel progressao da QA para o CE e evolucao

do CE. Ainda pode auxiliar no diagndstico precoce em lesdes
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incipientes nao perceptiveis clinicamente que j4 podem apresentar
alteracoes a nivel molecular e genético. Consequentemente, ird
favorecer o progndstico e tornar os tratamentos mais efetivos com o
bloqueio de moléculas envolvidas no surgimento e progressao da
neoplasia. O objetivo deste trabalho foi verificar a expressao de HER-
1 e HER-2 totais e fosforilados e possiveis correlagdes das expressoes
destas proteinas com lesdes de QA e CE de labio inferior por

imunoistoquimica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radiagao Ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) compreende uma faixa de
energia de 200nm a 400nm. O espectro eletromagnético solar pode
ser dividido em UVC (200 — 280 nm), UVB (280 - 315 nm) e UVA
(315 — 400 nm). A radiacdo UVC nao ¢ relevante na carcinogénese
humana, porque ¢ atenuada pela atmosfera. A UVB ¢ muito mais
mutagénica que UVA, sendo considerado comprimento de onda
responsavel pela ensolacdo, envelhecimento da pele e indugdo de
cancer de pele. UVA corresponde a 90% do espectro eletromagnético
solar e € menos ativa biologicamente que UVB (Quinn, 1997).

A radiacdo UV exerce efeitos mutagénicos no acido
desoxirribonucléico (DNA) (Berneburg et al., 2000), inflamagao,
eritema (Melnikova; Ananthaswamy, 2005), imunossupressao (Hart
et al., 2001; Berking et al., 2002) e cancer de pele (Melnikova;
Ananthaswamy, 2005).

Ao penetrar na pele ela interage com diferentes células
que estdo localizadas em profundidades diferentes na dependéncia do

seu comprimento de onda. A luz UV de comprimento de onda curta
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(UVB 280 — 320 nm) absorvido em maior parte na epiderme afeta
predominantemente as células epidermais, isto €, os queratinocitos,
enquanto que a onda de maior cumprimento (UVA 320-400 nm)
penetra mais profundamente e pode interagir com os queratindcitos e
os fibroblastos. A UVA age indiretamente pela geracdo de radicais
livres, que podem exercer efeitos como peroxidacao lipidica, ativacao
de fatores de transcricdo (proteina ativadora (AP-1) e fator nuclear
(NF-kB)), e mutacdo do 4acido desorribonucléico mitocondrial
(DNAmt). Embora a UVB também possa gerar radicais livres, seu
principal mecanismo de agdo ¢ a interagdo direta com o DNA,
danificando-o. Os danos no DNAmt causam doencas degenerativas,
além de estar envolvido no processo de envelhecimento (Berneburg et
al., 2000).

A radiacdo UV também causa uma resposta
inflamatoria inicial através de vasodilatacdo resultando em eritema,
devido a agao de varias substancias, como o aumento de 6xido nitrico,
histamina e prostaglandina-2, e produgdo de citocinas como
interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-6 e
IL-8. Consequentemente, levando a produ¢do de mediadores: fator de
crescimento de transformacgdo-beta (TGF-3), IL-10 e IL-IRA como
também neuropeptideos, citocinas, fatores de crescimento. A resposta
imune ¢ afetada por alterar moléculas de adesdo e expressao das
citocinas (Clydesdale et al., 2001). Elastase e outras proteases como a
catepsina G liberadas dos neutrofilos causam inflamagdo e ativacao
de varias metaloproteases. Estas reacdes levam a degradacao da

matriz extracelular e acimulo de componentes niao funcionais da
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matriz. A inflamacao e espécies reativos de oxigénio (ROS) causam
dano oxidativo as proteinas celulares, lipideos e carboidratos, que se
acumulam na derme e epiderme, ocorrendo assim o envelhecimento
(Pillai et al., 2005).

Durante a radiacdo UV aguda ocorre reparo do DNA
danificado, apoptose envolvendo p53 e a ligagdo do receptor FAS
(APO-1/CD95) e seu ligante (FASL) (Melnikova; Ananthaswamy,
2005), enquanto na exposi¢do cronica ocorrem mutagdes do gene p53,
alteragdes nas interacdes de FAS-FASL contribuindo para a fase
inicial do desenvolvimento de cancer, ou seja, tanto a mutacao do p53
quanto a perda da expressdao de FASL podem levar a inibigdo do
apoptose, a proliferagao de queratindcitos com DNA danificados até a
progressdao do cancer de pele (Ouhtit et al., 2000). A radiacdo ativa
vias pro e anti-apoptdticas (Wang et al., 2003). Em contrapartida, a
radiagdo também estimula mecanismos de sobrevivéncia e
proliferacao celular (Melnikova; Ananthaswamy, 2005).

A cascata de sinalizacdo oriunda da radiacdo UV
depende do dano do DNA e provavelmente inicia-se pela ativacao de
receptores de fatores de crescimento ou de outros componentes
associados as tirosinas quinases. Estes levam a ativagdo de src, ras ¢
raf e em sequéncia a ativacao de fatores de transcri¢do, que controlam
a atividade dos genes. Assim, levando ao aumento da expressao

génica em resposta a radiacdo UV (Sachsenmaier et al., 1994).
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2.2 Queilite Actinica

A QA ¢ uma condi¢do degenerativa que afeta o labio
com potencial de transformag¢do maligna (Main; Pavone, 1994;
Bentley et al., 2003).

A palavra actinica estd relacionada aos raios
quimicamente ativos do espectro eletromagnético e a palavra queilite
refere-se ao processo inflamatério da mucosa labial (Galvao-Filho,

1998).

2.2.1 Outros fatores etioldgicos

Outros fatores etioldgicos, além da exposicdo a
radiacdo UV, tém sido implicados com o risco para a QA, tais como:
alguns habitos alimentares (Lindqvist, 1979), fumo, condigdes socio-
econdmicas (Lindqvist, 1979; Manganaro et al., 1997), processos
quimicos, infec¢do viral, sifilis, denti¢do precaria (Manganaro et al.,
1997) e predisposic¢ao genética (Douglass; Gammon, 1984).

Exposi¢cdo ao fumo, poluentes e o processo natural de
envelhecimento da pele contribuem para a formagao de radicais livres
que estimulam o processo inflamatério na pele. Um dos primeiros

eventos ¢ a ativagdo de fatores de transcricdo que regulam a
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degradacdo proteolitica da matriz extracelular da pele. Estudo em pele
envelhecida demonstrou aumento da ativacdo proteolitica e uma
alteracdo na matriz extracelular, levando a um aumento na
degradacdao do colageno e nas fibras eldsticas na derme, resultando

em perda da elasticidade da pele (Pillai et al., 2005).

2.2.2 Caracteristicas clinicas

A QA ocorre em individuos acima dos 45 anos de
idade, leucodermas, com predilecdo pelo género masculino, numa
propor¢ao de 10:1 (Neville et al., 1998). Isto se deve provavelmente
ao fato de que os homens tém atuacdo profissional mais relacionada a
ambientes externos e a mulher faz uso de batom que exerce um efeito
protetor (Main; Pavone, 1994). O Iabio inferior ¢ mais severamente
envolvido que o labio superior (Main; Pavone, 1994; Ibsen; Phelan,
1996) por estar mais exposto a radiacdo UV, devido a protusdo e estar
orientado para cima (Scheinberg, 1992). As regides mediana e
paramediana sdo mais afetadas que as comissuras (Robinson, 1989).

Clinicamente, nos estagios iniciais sem quadro agudo a
QA passa despercebida. Com a evolucao, o vermelhdo do labio passa
a ter um aspecto multifocal com a presenca de manchas ou placas
brancas, areas atroficas eritematosas e/ou palidas, aumento de volume
(infiltragdo), perda da definicdo da linha diviséria entre a pele e o

vermelhdo,  enrugamento, descamagdo, sintomatologia  de
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ressecamento e ardor. H& outros aspectos referidos na literatura, como
o quadro agudo de QA com edema e eritema, ulceras com
cicatrizacdo lenta (Main; Pavone, 1994; Laskaris, 2004), atrofia e
perda de elasticidade (Bentley et al., 2003). E também descrita tratar-
se de uma condi¢do difusa e discreta (Robinson, 1989), que tende a
cicatrizar quando tem ulceras, mas seu aspecto ndo desaparece
completamente (Girard et al., 1980).

Nao se sabe ainda o porqué da queilite actinica cronica
ser precedida por quadros agudos, no entanto ¢ um evento comum
relatado pela maioria dos pacientes com a condi¢do cronica (Main;

Pavone, 1994).

2.2.3 Diagnostico diferencial

Considera-se no diagnostico diferencial da QA outras
lesdes como: liquen plano, lupus eritematoso (Picascia; Robinson,
1987; Scheinberg, 1992; Laskaris, 2004), queilite por contato, CE
(Scheinberg, 1992; Laskaris, 2004), dano por tratamento por radiacao
(Picascia; Robinson, 1987). No liquen plano de labio, a
hiperqueratose ¢ na maioria das vezes reticulada e pode haver a
presenca de lesdo intra-oral. O lupus eritematoso pode-se apresentar
no labio, mas havera outras lesdes na pele ou cabeca (Main; Pavone,
1994). Geralmente, se for uma lesdo proveniente de irritagdo por

contato envolvera ambos os labios. Pode-se realizar um teste de
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sensibilidade e ira curar apds a remog¢ao do agente causador e uso de
um corticoide topico. A lesdo oriunda da radioterapia pode ser
esclarecida através da histéria, exame fisico € quando necessaria a
realizagdo de biopsia (Picascia; Robinson, 1987).

Brightman (1994) observou que a distingao da QA deve
ser realizada com ceratose senil / elastose. Ainda citou a leucoplasia
no diagnoéstico diferencial. Segundo o autor, clinicamente ¢ dificil
verificar a presenca de alteragdes displdsicas, sendo indicada a
biopsia nas lesdes que ndo regridem com orientagdo e utilizacdo de
fotoprotetores solares (FPS).

O diagnostico diferencial para Ttlceras que nao
cicatrizam no vermelhdo do labio incluem ceratoacantoma, CE,

infeccdo fungica profunda e tuberculose (Manganaro et al., 1997).

2.2.4 Caracteristicas histopatoldgicas

Microscopicamente, no  epitélio  ocorre  uma
hiperceratose (orto ou para), atrofia ou hiperplasia epitelial e acantose
(Stanley; Roenigk, 1988; Main; Pavone, 1994; Kaugars et al., 1999).
O epitélio escamoso devido a radiacdo UV pode mostrar uma
maturagdo desordenada, com varios graus de queratinizagao,
pleomorfismo celular ¢ aumento da atividade mitética em estagios
mais tardios, nestes casos a atipia esta presente de forma leve,

moderada ou grave. A relagdo entre atipia epitelial em seus varios
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graus € o desenvolvimento para carcinoma ainda ndo estd bem
esclarecido. Qualquer grau de atipia epitelial, mesmo o discreto, € um
sinal do potencial de malignizagdo da lesdo, mas a atipia grave indica
um risco maior de desenvolvimento em carcinoma (Pindborg, 1997).
Na lamina propria ha a presenga de degeneralgao
basofilica e na maioria dos casos inflamacao (Lundeen et al., 1985;
Kaugars et al., 1999), sendo que vasos telangiectasicos também sdo
notados (Regezi; Sciubba, 2000). Essa alteracdo degenerativa
(degeneracdo basofilica) demonstra desintegracdo das fibras
coldgenas e formacdo de massas de material basofilico na lamina
propria, sendo irreversivel. A produg¢do de material anormal
decorrente da degeneracao basofilica evolui para a formacdo da area
espessada que se mostra na pele abaixo do vermelhdo caracterizando
a QA (Main; Pavone, 1994). QA com um infiltrado inflamatorio
pronunciado pode ter CE invasivo proximo a area de bidpsia,

enfatizando uma maior cautela nestes casos (Pimentel et al., 2006).

2.2.5 Tratamento e Prognostico

Quando a QA ¢ diagnosticada clinicamente, a primeira
conduta do profissional deve ser explicar ao paciente quanto ao
potencial de malignizagdo dessa lesdo e enfatizar a natureza
progressiva ¢ lenta da mesma (Main; Pavone, 1994). Deve-se expor

também a importancia da realizagdo da biopsia para definir o
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diagnostico final de QA que ainda vem acrescido de informacdes
sobre a presenca ou auséncia de atipia. O tratamento consiste na
utilizacao de FPS, a fim de se prevenir a progressao do dano actinico.
A selecio do FPS inclue o fator de protecdo, absorgao,
substantividade, potencial de sensibilizacdo, aceitagdo cosmética e
custo. A melhor formulagdo ¢ uma combinacdo de &cido para-
aminobenzoico (PABA) ou um éster de PABA junto com um
benzofenol, devendo ser reaplicados de uma em uma hora (Lundeen
et al., 1985).

Nos estadgios iniciais a biopsia pode ser indicada.
Manganaro et al. (1997) indicaram a realizagdo de bidpsia na fase
precoce da QA, porque para eles nao ha correlagdao entre a aparéncia
clinica e a histomorfologica da lesdo. Especialmente as areas
endurecidas, espessas, com ulceracdo ou lesdes brancas devem ser
submetidas a biopsia, para eliminar a possibilidade de CE (Main;
Pavone, 1994). Todos os casos de QA devem ser acompanhados
clinicamente.

Nico et al. (2007) ao realizarem a bidpsia de labio
inferior em 20 pacientes com diagndstico clinico de QA com lesdes
difusas, notaram alteragdes histologicas heterogéneas mesmo nos
casos com aspecto homogéneo clinicamente.

Outros tipos de abordagem sdo citadas como
criocirurgia, S-fluorouracil, peeling quimico, laser com dioxido de
carbono, eletrodissec¢ao (Laws et al., 2000), terapia fotodinamica,

imiquimoid topico a 5% (Smith et al., 2002), gel de diclofenaco a 3%
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(Ulrich et al., 2007) e Yttrium aluminium garnet (YAG) laser
(Orenstein et al., 2007).

De acordo com Scheinberg (1992), o tratamento com
laser de dioxido de carbono remove o epitélio com menos morbidade
e menos recorréncia que outras técnicas, tais como: nitrogénio
liquido, fluorouracil, tretinoina (retin-A) e vermelhectomia. Esse
método ¢ eficiente, o trans-cirirgico ndo sangra, a sintomatologia ¢
minima no pods-operatorio, a cicatrizagdo ¢ discreta e ha poucas
complicagdes. A bidpsia incisional deve ser realizada antes da terapia
com laser para descartar CE em areas ulceradas ou endurecidas.

Segundo Smith et al. (2002), imiquimoid tépico a 5%
tem a vantagem de ndo levar a destruicdo ndo seletiva que ocorre com
a crioterapia, eletrodissec¢do ou terapia com laser. Esse procedimento
age aumentando a resposta adaptativa cutdnea e a resposta imune
inata por efeito antiviral e antineoplasico. No entanto, a sua eficacia
em longo prazo ainda ndo estd determinada, tendo mais efeitos em
clarear as manchas causadas pela radiagdo solar.

A terapia fotodindmica tem sido utilizada amplamente
para o tratamento de ceratose actinica e carcinoma de células basais.
Tem como vantagens ndo ser uma técnica invasiva, ndo sangrar,
apresentar possibilidade de tratar areas extensas ao mesmo tempo, ser
bem tolerada e efetiva, ndo necessitar de hospitalizagdo do paciente e
apresentar resultados estéticos sem formagdo de cicatriz (Berking et
al., 2007).

Uma nova modalidade de tratamento para QA € o

YAG laser, apresentando remog¢do precisa do tecido, resultado
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estético satisfatorio, com periodo de cicatrizagdo curto, sem
deformidade labial, sem perda de sensibilidade, sem sinais de
recorréncia € nem complicacdes poOs-operatérias (Orenstein et al.,
2007).

Em relagdo a probabilidade de transformacdo de QA
para CE ndo ha estatistica ainda confiavel. Eisen ¢ Lynch (1993)
relataram essa ocorréncia acima de 10% dos casos. Marcopoulos et al.
(2004) encontraram 16,9% de casos de QA que desenvolveram CE,
porém admitiram em seu proprio estudo que essa porcentagem

poderia nao refletir um indice verdadeiro de transformac¢ao maligna.

2.3 Carcinoma Epidermoide de labio

Em labios afetados pela QA, diferentes estagios da
displasia e do CE in situ podem estar presentes simultaneamente em
diferentes localizagdes, sendo que alteragdes como areas endurecidas,
ulceras que ndo cicatrizam, areas de eritema persistente € sinais
localizados de aumento de hiperqueratose podem ser considerados

como indicadores de possivel transformagdao maligna (Main; Pavone,

1994).
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2.3.1 Outros fatores etioldgicos

A etiologia do CE oral ¢ multifatorial. Sdo listados
como fatores extrinsecos: o fumo de tabaco, alcool, radia¢ao solar
(nos casos do CE de labio), atividade profissional e condi¢cao socio-
econdmica. Os fatores intrinsecos incluem condi¢des sistémicas (por
exemplo, anemia por deficiéncia de ferro), dieta, nutrigdo, condicao
de higiene oral, infec¢do viral (Epstein-Barr, citomegalovirus, herpes
¢ papilomavirus), estado imunologico e susceptibilidade genética. A
radiacdo UV ¢ o fator de maior importancia na etiologia de CE de
labio (Main; Pavone, 1994; Eisen; Lynch, 1998; Neville et al., 1998;
Visscher et al., 1998), sendo que 70 % dos individuos afetados
trabalham ao ar livre (Neville et al., 2004). O CE de labio desenvolve-
se em quase todos os casos com QA pré-existente. Fatores etiologicos
especificos sdo dificieis de se isolar e os pesquisadores preferem listar
os fatores de risco que contribuem para o processo de carcinogénese
(Moore et al., 1999). E como resultado de uma exposic¢ao prolongada
e repetida a estes fatores de risco, pode-se levar a uma eventual
progressao ao CE invasivo (Visscher et al., 1998). O risco acumulado
durante a vida para desenvolver o cancer de labio ¢ de 0,15% para os

homens e 0,07% para as mulheres (Neville et al., 2004).



40

2.3.2 Caracteristicas clinicas

A razdo homem-mulher ¢ de 2:1 e o pico da incidéncia
ocorre nas décadas de 60 e 70 anos de idade (Bork et al., 1993).
Fernandez-Angel et al. (2003) ao realizar em um estudo retrospectivo
com 251 pacientes com diagndstico de CE de labio inferior
encontraram como média de idade do diagnostico dessa neoplasia
73,75 anos para mulheres € 62,16 anos para homens. A idade mostrou
ser significativamente mais alta para mulheres, sendo o diagndstico
para os homens aproximadamente 10 anos mais precoces. A variagao
da diferenca de idade entre homens ¢ mulheres em varios estudos
depende de diferengas geograficas, climaticas e sdcio-culturais. O CE
labial ¢ geralmente encontrado em pessoas de pele clara, porém
algumas mulheres ou homens ndo leucodermas também apresentam
CE labial com pouca alteragdo na incidéncia através dos anos (Neville
et al., 2004).

Aproximadamente 30% dos CE bucais afetam o labio e
geralmente em localizagdo paramediana (Bork et al., 1993; Saap et
al., 1997). Surge no local onde o cigarro, o charuto ou cachimbo sao
colocados pelo paciente. Geralmente, se desenvolve no limite entre o
vermelhdo do labio e a pele, com cerca de 90% dessas lesoes
ocorrendo no Iabio inferior (Chen et al., 1992; Main; Pavone, 1994;
Visscher et al., 1998). O crescimento do CE no labio inferior ¢ mais

lento que no labio superior (Regezi; Sciubba, 2000).
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O CE de vermelhdo se apresenta como uma lesdo
ulcerada ou nao, endurecida, com necrose central, de crescimento
lento, que geralmente ao ser diagnosticado clinicamente apresenta
didmetro menor que um centimetro. Pode ainda se apresentar como
placas elevadas, firmes, verrucosas, brancas ou avermelhadas (Bork et
al., 1993; Bentley et al., 2003). Ha uma sintomatologia dolorosa
minima na fase inicial de crescimento, ocasionando um atraso na
procura de tratamento, no qual o diagndstico se da entre 12 e 16

meses (Neville et al., 2004).

2.3.3 Diagnostico diferencial

O cancer de labio ¢ predominantemente CE. Carcinoma
de células basais ocorre apenas ocasionalmente na pele da regido de
juncao da pele/vermelhdo de 1dbio e raramente no vermelhdo. Além
disso, o carcinoma de células basais parece ser mais comum no labio
superior que no labio inferior (Main; Pavone, 1994).

A leucoplasia pode ser confundida com CE quando a
lesdo se apresenta como uma placa verrucosa com aumento da
espessura da mucosa (Bentley et al., 2003). Ainda, temos o
ceratoacantoma que apresenta semelhanca clinica e histopatologica
com o CE bem diferenciado (6 meses a 1 ano), apesar do

ceratoacantoma ter um crescimento mais rapido que o CE e regredir
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espontaneamente (6 semanas a 2 meses) (Neville et al., 1998;
Welbourne, 2003).

Massas exofiticas no labio inferior podem também
representar neoplasias de glandulas salivares, particularmente
carcinoma mucoepidermoide. Condicdes inflamatérias como um
granuloma piogénico € um granuloma eosinofilico traumatico podem
parecer com CE de labio. Raramente, uma massa denominada tumor
de células de Merkel pode surgir da pele do 1dbio inferior. Este tumor
surge de células neuroendocrinas localizadas no epitélio da pele e

ocorre em pacientes com mais de 60 anos (Welbourne, 2003).

2.3.4 Caracteristicas histopatoldgicas

O CE ¢ caracterizado por ilhas e cordoes de células
epiteliais malignas, que mostram diferenciacdo em direcdo a uma
morfologia escamosa e invadem os tecidos adjacentes (Neville et al.,
1998). A diferenciagdo escamosa, frequentemente ¢ vista com
formagdo de pérolas corneas, e crescimento invasivo. A invasdo €
caracterizada pela ruptura da membrana basal em direcdo aos tecidos
subjacentes com infiltrado inflamatério. Invasiao perineural, de vasos
sanguineos e linfaticos sdo sinais de malignidade. Esta neoplasia ¢
graduada em bem, moderada e pobremente diferenciada. O CE bem
diferenciado lembra o epitélio escamoso normal. O moderadamente

diferenciado contém pleomorfismo nuclear, atividade mitdtica
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anormal e menor queratinizacdo. E o pobremente diferenciado
apresenta células imaturas, com numerosas mitoses tipicas e atipicas e
muito pouca queratinizagao.

Os labios sdo tecidos ricamente vascularizados e
geralmente o CE tem uma localizagdo superficial com invasdo
moderada para dentro do musculo subjacente (Hjortdal; Berner,

1995).

2.3.5 Tratamento e Prognostico

As biopsias incisionais com finalidade de diagndstico e
especialmente, as realizadas através do método de punch apresentam
o risco de inoculagdo de células neoplasicas para dentro de tecidos
subjacentes com disseminacdo para dentro dos vasos sanguineos e
linfaticos (Hjortdal; Berner, 1995).

A maioria dos casos de CE ¢ tratada por excisdo
cirurgica (Neville et al., 1998), mas radioterapia ou quimioterapia
podem ser utilizadas em combinacdo com cirurgia, dependendo da
localizacdo, tamanho do tumor e presenca de metastase (Ibsen;
Phelan, 1996; Neville et al., 1998; Laskaris, 2004). Ao realizar a
vermelhectomia a margem de seguranga nao deve ser inferior a 1 cm
(Blomgren et al., 1988), porém Hjortdal e Berner (1995) estudando 30
casos de CE de labio, verificaram que uma margem de seguranga de

apenas 3 a 4 mm ndo mostrou sinais de recorréncia. Para um
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tratamento mais seguro e efetivo pode ainda se realizar uma avaliagao
microscopica das margens da lesdo no trans-cirurgico pela técnica de
congelacao (Gooris et al., 2003).

O comportamento biologico do CE labial ndo segue o
mesmo padrdo descrito para pele e cancer intra-oral. O CE labial
apresenta uma pior progressao da doenca comparada ao CE de pele.
Um CE labial originario de uma QA provavelmente apresenta um
melhor progndstico, similarmente ao que ocorre nos casos de pele
(Abreu et al., 2006). Estes investigadores acharam em seus resultados
menor ocorréncia de metdstase em CE apresentando QA adjacente
(10,5%) do que CE sem QA adjacente (50%). Ainda afirmaram que a
recorréncia estaria mais relacionada ao insucesso do tratamento do
que necessariamente da presenga da QA concomitantemente.

No labio superior 25% das lesdes recorrem e a taxa de
sobrevida de cinco anos ¢ de 58%. No labio inferior o prognostico ¢
melhor, apenas 8% recorrem e ha 95 a 100% de taxa de sobrevivéncia
em cinco anos (Eisen; Lynch, 1998; Neville et al., 1998). Fernandez-
Angel et al. (2003) encontraram CE em 35,71% na comissura, 2,2%
no terco médio e 5,63% paramediana a esquerda, sendo que as lesoes
localizadas em comissura apresentaram metastase em linfonodos ¢
pior progndstico comparado as outras localiza¢des em labio inferior.

O prognostico ainda depende do tamanho da lesdo
durante o diagnostico e do padrao histologico (Laskaris, 2004). Os
carcinomas de labio bem diferenciados causam metastase em 6% dos
casos ¢ os indiferenciados em 52% dos casos (Reichart; Philipsen,

2000). A metéstase para os linfonodos geralmente acometem os
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linfonodos submentonianos e submandibulares, sendo mais provavel
em lesdes grandes e pouco diferenciadas (Regezi; Sciubba, 2000).
Para Robinson (1989) o CE de ldbio sofre metastase em
aproximadamente 11% dos casos, enquanto na pele esse indice ¢ bem
menor (1%).

A proservacdo engloba o exame na regido oral e de
cabeca e pescoco de 4 em 4 meses por 2 anos e apos esse periodo de 6

em 6 meses (Welbourne, 2003).

2.4 Familia HER

2.4.1 Receptores e ligantes da familia HER

Proteinas HER pertencem a subclasse I da superfamilia
dos receptores tirosina quinase. Este sistema receptor consiste de 4
membros: HER-1, também conhecido como receptor de fator de
crescimento epidermal (EGFR), HER-2, HER-3 e HER-4 (Olayioye
et al., 2000). Apresentam também outras denominagdes na literatura
(Quadro 1).

Esses receptores sdo expressos em tecidos de origem
epitelial, mesenquimal e neural com papel no desenvolvimento,

proliferacdo e diferenciagao (Olayioye et al., 2000).
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Todos os membros dessa familia apresentam em
comum um dominio extracelular, uma regido transmembrana e um
dominio citoplasmatico (Olayioye et al., 2000) (Figura 1).

A localizagao dos membros da familia HER ¢ relatada
na literatura estar situada mais comumente na membrana (Xia et al.,
1999; Ibrahim et al., 1999; Bei et al., 2001; Mrhalova et al., 2003;
Ekberg et al., 2005) e citoplasma (Xia et al., 1999; Ibrahim et al.,
1999; Bei et al., 2001; Ekberg et al., 2005). A localizagdo nuclear
também vem sendo descrita (Lin et al, 2001; Grivas et al., 2007;

Frogne et al., 2009; Li et al., 2009), porém com funcdo ¢ mecanismo

de translocac¢ao ainda nao totalmente determinados.

ESTRUTURA

Figura 1 - Representagdo esquematica da estrutura dos receptores da familia HER:
dominio extracelular, regido transmembrana ¢ dominio intracelular
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O HER-1 ¢ uma proteina com peso molecular de 170
quilodaltons (kDa), sendo expressa em baixos niveis na superficie da
maioria das células adultas normais, com excecdo das células
hematopoiéticas (O-charoenrat et al., 2002).

O HER-2 apresenta peso molecular de 185 kDa (Soto-
Cruz et al., 2008), atribuido ao gene localizado no cromossomo 17q
(Yeon; Pegram, 2005). Essa proteina possui uma particularidade em
relagdo aos outros receptores da familia HER, sua intima disposicao e
interagao entre os seus dominios (L1 e L2). Essa caracteristica
incapacita a ligacdo entre o ligante e o receptor (Citri et al., 2003;
Garrett et al., 2003) e explica a razdo de ser o parceiro preferido na
heterodimerizagdo com os outros receptores da familia HER (Citri et
al., 2003). Outra possibilidade para explicar a falha da formacao de
homodimeros pelo HER-2 ¢ a repulsdo eletroestatica (Garrett et al.,
2003).

O HER-3 ¢ uma glicoproteina transmembrana com 180
kDa, codificada por um gene localizado no cromossomo 12ql3
(Grivas et al.,, 2007). A mais alta proporcdo de sequéncia de
identidade com o HER-3 estd localizada nos dominios cataliticos do
HER-1 (60%), HER-2 (62%) e HER-4 (63%) (Prigent; Gullick,
1994). A proteina HER-3 ¢ diferente da proteina HER-1 ¢ HER-2,
porque ndo tem uma atividade tirosina quinase intrinseca, mas pode
ser transfosforilizada por HER-1 e HER-2 (Rogers et al., 2005).

Por ultimo, HER-4, quarto membro da familia HER,

apresenta peso molecular 180 kDa. Seu dominio citoplasmatico ¢
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altamente homologo (80%) ao HER-1 e ao HER-2 (Culouscou et al.,
1993; Prigent; Gullick, 1994).

Os receptores sdao ativados por varios ligantes
especificos. Os ligantes apresentam estrutura similar ao fator de
crescimento epidermal (EGF), ou seja, 45-55 aminodacidos ¢ incluindo
6 residuos de cisteina que formam 3 voltas (Casalini et al., 2004). Sao
divididos em 3 grupos. O primeiro grupo inclue EGF, anfiregulina
(AR) e fator de crescimento de transformacao alfa (TGF-a), que se
liga ao HER-1; o segundo grupo corresponde a betacelulina (BTC),
heparina (HB) e epiregulina (EPR), que apresenta dupla afinidade
com HER-1 e HER-4; o terceiro grupo, neuregulina (NRG). A NRG-
1 e NRG-2 se ligam ao HER-3 e HER-4 e a NRG-3 ¢ NRG-4 se ligam
somente a0 HER-4 (Quadro 1). At¢ o momento nenhum ligante foi
reconhecido para o HER-2 (Holbro et al., 2003), porém a proteina
HER-2 pode ser ativada quando sofre heterodimerizacdo. Por
exemplo, a neuregulina se liga aos receptores HER-3 ¢ HER-4 que
leva a transfosforilagdo do HER-2 (Esteva et al., 2001).

Em carcinomas humanos, a co-expressao nao ¢ limitada
somente aos receptores, podendo ocorrer também com ligantes. Tanto
células neoplasicas quanto células do estroma ao redor sao

consideradas fontes de ligantes da familia HER (Normanno et al.,

2006).
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Quadro 1 - Especificidade da ligagdo de ligantes para receptores da

familia HER

LIGANTES RECEPTORES

HER-1

HER-2

HER-3

HER-4

ErbB-1

ErbB-2

ErbB-3

ErbB-4

EGFR

Neu

EGF
AR
TGF-a
BTC
HB
EPR
NRG1
NRG2
NRG3

NRG4
(+): positivo

+ |+ [+ |+ |+ |+

O O A S

2.4.2 Vias de sinaliza¢do da familia HER

O tipo e duragdo das vias de sinalizacdo da familia HER
dependem de diversos fatores como disponibilidade do ligante
(Rogers et al., 2005), tipo de ligante (Normanno et al., 2006),
abundancia dos receptores (El Sheikh et al., 2004; Rogers et al.,
2005), presenga de receptores ativos (Rogers et al., 2005),
composicdo do complexo receptor ¢ determinantes estruturais
especificos dos receptores (Normanno et al., 2006). Por exemplo, os
ligantes da familia HER ativam nao s6 receptores homodimeros como
também heterodimeros, expandindo o potencial de sinalizacdo através

da amplificacdo e diversificacdo da sinalizacdo. O sinal oriundo da
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heterodimerizagao nao se resume somente a somatodria dos efeitos dos
parceiros individualmente, mas sim as propriedades unicas adquiridas
através do processo de heterodimerizacdo (Olayioye et al., 2000). A
internalizacdo prejudicada do HER-2 ¢ outro fator que leva a
sinalizagdo prolongada de complexos receptores que contém este
receptor, onde dimeros contendo HER-3 e HER-4 podem ativar
diretamente o fosfatildilinositol 3-quinase (PI3K) (Normanno et al.,
2000).

As vias de transducdo de sinal ocorrem quando os
receptores da familia HER se ligam aos ligantes, formando homo ou
heterodimeros, e consequentemente levando a fosforilacio de
residuos de tirosina especificos. Estes residuos servem como locais de
ligacdo para proteinas (Olayioye et al., 2000; Normanno et al., 2006).
Ocorre recrutamento de proteinas como Shc, Grb7, Grb2, Crk, Nck,
PLC-1J, quinases intracelulares como Src e PI3K, proteinas tirosinas
fosfatases como SHP1 e SHP2 e Cbl E3 ubiquitina ligase que
desencadeiam as vias de sinalizacdo intracelular. Todos os ligantes e
receptores da familia HER desencadeiam a via ras/rat/ MEK/MAP
quinase (MAPK) pelas proteinas adaptadoras Grb2 ou Shc. A
ativagdo do PI3K acontece por recrutamento do p85 para os
receptores ativados. Por ultimo, os receptores da familia HER ativam
varios fatores de transcricdo como c-fos, c-Jun, c-myc, STATSs, fator
nuclear Kappa B (NF-kB) e membros da familia E-26 (Ets) (revisado
por Normanno et al., 2006) (Figura 2). Cada receptor da familia HER

possue um padrao diferente de locais de autofosforilagdo C-terminal,
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ocorrendo uma grande sobreposi¢do de vias de sinalizacdo ativadas
pelos 4 receptores (Olayioye et al., 2000).

Dentre os 4 receptores da familia HER, o HER-3 ¢ o
maior ativador do PI3K devido a varios sitios de ligacao localizados

no seu dominio C-terminal ¢ um no seu dominio quinase (Prigent;

Gullick, 1994).
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Figura2 - Cascata de sinalizagdo da familia HER

Outro mecanismo que induz a fosforilagio de
receptores da familia HER e subsequente sinalizacdo intracelular ¢

conhecido como transativacdo (Normanno et al., 2006). Por exemplo,



52

agonistas do receptor acoplado a proteina G (GPCR) podem
transativar o HER-1 através de um ndo receptor tirosina quinase
chamado c-Src. Sendo que sdo citados duas possiveis vias: agonista—
GPCR— proteina G heterotrimérica— PLC— IP;— Ca’+— Pyk2—
Src— HER-1 ou agonista— GPCR— proteina G heterotrimérica—
Park— arrestina:complexo GPCR— complexo GPCR-arrestin-Src—
HER-1 (Carpenter, 1999). A transativagdo também ocorre com outras
classes de receptores como os receptores de citocinas (Carpenter,
1999; Olayioye et al., 2000), receptores da integrina e de adesdo
celular como também com agentes de despolarizagdo da membrana,
agentes quimicos e fisicos estressores exogenos (Carpenter, 1999).
Logo, os receptores da familia HER possuem também a funcdo de
integrar as sinalizacdes pela interagdo com as mais variadas proteinas
sinalizadoras e receptores de membrana (Normanno et al., 2006).

Tanto por via de transducao ou de transativagao ¢ muito
mais importante biologicamente o nimero de receptores na forma
ativa do que o numero total de receptores presentes, ja& que a
fosforilacdo do receptor ¢ indicativo de atividade da sinaliza¢ao (Thor

et al., 2000).
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2.4.3 Interagdo entre as vias de sinalizacdo induzidas pela radiacao

UV e a familia HER

Estimulos externos, entre eles a radiacdo UV iniciam
vias de transducdo de sinais em resposta ao estresse gerado.
Certamente, outros receptores tirosinas quinases sdo também
afetados. O uso de inibidores de HER-1 e/ou por expressao de HER-1
dominantes negativos bloquearam a capacidade dos estressores em
ativar a MAPK e a expressdo de alguns genes. O HER-1 foi
interpretado como uma peg¢a importante para o inicio da sinalizagao
frente a tal estimulo (Carpenter, 1999).

Mecanismos sugeridos para a ativacdo do HER-1 pela
UV seriam aumento da secre¢do de ligantes similares ao EGF/outros
fatores ativadores ou a producdo de intermedidrios reativos de
oxigénio (ROI) que também desencadeiam a cascata de sinalizagdo da
radiagdo UV. Comprovacdo da dependéncia de ROI na ativagdao do
HER-1 pela UV foi constatada. ROI participa assim de uma das
principais vias na indu¢do do gene fator de resposta de crescimento
precoce (Egr-1) (Huang et al., 1996), um fator de transcricdo com
papel de protecao frente a UV (Huang; Adamson, 1995). Além
desses mecanismos citados acima, h4 outra possibilidade para que a
radiacdo UV ative o HER-1 de forma indireta pela inativacdo da
fosfatase fosfotirosina (Carpenter, 1999).

A ativacdo do HER-2 também pode ser considerada em

resposta a radiagdo e ainda, devido a heterodimerizacdo do HER-2
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com seus parceiros: HER-1 (Carpenter, 1999), HER-3 ¢ HER-4, estes
também podem ser ativados pela radiacio UV e outros agentes

adversos (Knebel et al., 1996).

2.4.4 Papel da familia HER no cancer

Os receptores da familia HER tém um papel importante
na transformacao e progressao da neoplasia maligna (Shankaran et al.,
2006). Além da atividade reguladora do crescimento podem alterar
estados de diferenciagdo, metabolismo, organizagdo citoesquelética e
outras fungdes bioldgicas nao necessariamente ligadas ao sinal
mitogénico (O-charoenrat et al., 2002b).

O efeito dos ligantes da familia HER na proliferagado
das células do CE de cabeca e pescoco € complexo e dependem de
varios fatores, entre eles, 0 numero e tipo de receptores de superficie
celular, afinidade de receptores pelos ligantes e a producao autdcrina
dos diferentes ligantes. Em doses baixas, o EGF estimulou o
crescimento e propiciou uma ativacdo moderada e prolongada da
MAPK, e em altas doses induziu uma ativagdo precoce e transiente da
MAPK e inibiu o crescimento. Simultaneamente, as fosfatases que
inativam a MAPK foram ativadas pelo EGF em altas doses, mas ndo
em baixas doses (O-charoenrat et al., 2002b). O efeito proliferativo
também envolve o HER-2. A interferéncia na sinalizagdo do HER-2

em células neoplésicas que superexpressavam esse receptor tiveram
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efeitos antiproliferativos intensos, atingindo reguladores da fase Gl
como myec, ciclinas do tipo D, complexos da ciclina E/cdk2 e inibidor
da quinase dependente de ciclina p27Kip1 (Holbro et al., 2003).

As células neoplésicas também evitam a apoptose pela
via de sinalizacdo da familia HER. Uma das vias ativadas pela familia
HER ¢ a PI3K/PKB, importante em mediar a sobrevivéncia da célula
ja que os substratos PKB regulam varios processos apoptoticos
(Holbro et al., 2003).

Os receptores da familia HER podem controlar muitos
processos importantes da angiogénese e invasdo do CE. Ligantes do
HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4 afetam a adesdo celular via
regulagdo da E-caderina e proteinas desmossomais. Também altera a
relagdo celular-tumoral com a matriz extracelular via alteracdes na
expressao de integrinas. A mobilidade celular ¢ aumentada, e a
regulagdo aumentada de metaloproteases (MMPs) por sinalizadores
HER podem liberar células tumorais e fatores de crescimento celular
endotelial/fatores quimiotaticos. Isso potencializa a invasao da matriz
extracelular e da membrana basal por protedlise. A ativagdo de HER
também regula a expressdo do fator de crescimento endotelial
vascular-A ¢ C (VEGF-A e o VEGF-C). Além disso, estimula a
proliferacao de células endoteliais sanguineas e linfaticas, € aumenta
a permeabilidade vascular. A atividade angiogénica aumentada
sustenta o crescimento do tumor primdrio, potencializa a
disseminacdao e¢ o estabelecimento de micrometastases. Embora a
maioria dessas ocorréncias sejam in vitro ¢ em modelos pré-clinicos,

observagoes correlatas em material clinico sugerem que os receptores
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da familia HER podem também estar relacionados ao CE de cabega e
pescocgo (Rogers et al., 2005). O-charoenrat et al. (2002a) estudaram o
perfil dos 4 receptores da familia HER em CE de cabeca e pescoco e
suas correlagdes clinicas com MMPs e VEGF. Verificaram que a
expressao aumentada de HER-1, HER-2 e HER-3 estavam
relacionadas com invasdo, metastase em linfonodos e estagio
patolégico avangado, o que ndo ocorreu com HER-4. HER-1 e HER-2
foram correlacionados mais intensamente com a expressao de

algumas MMPs e VEGF do que HER-3 e HER-4.

2.4.5 Expressao da familia HER em canceres humanos /Prognostico

Expressao desregulada tanto de receptores quanto dos
ligantes da familia HER tem sido relacionada ao desenvolvimento ¢ a
malignidade de inimeros tipos de canceres humanos (Olayioye et al.,
2000), dentre eles carcinoma de mama (Stern, 2003; Wiseman et al.,
2005), ovario (Slamon et al., 1989) e gastrico (Lemoine et al., 1991).

No carcinoma humano ocorrem alteragdes genéticas do
HER-1 e HER-2, por mutagdo ou por amplificagdo génica (Normanno
et al., 2006). Superexpressao ¢ geralmente decorrente de uma
amplificagdo do gene (Lemoine et al., 1991).

A expressao do HER-1 representa um fator progndstico
negativo para pacientes com carcinoma de mama (Sainsbury et al.,

1987; Lewis et al., 1990). E a expressao de HER-1 / pHER-1 tém
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demonstrado ser mais representativo em predizer o carcinoma de
mama invasivo do que a expressdo isolada de HER-1 e pHER-1
(Magkou et al., 2008).

HER-2  também  estd  associado a  muitos
adenocarcinomas. Nos casos de expressao aumentada de HER-2 em
cancer de mama, 96,5% sao devidos a amplificacdo do gene (Pauletti
et al., 1996). Taniyama et al. (2008) compararam a relagdo entre a
expressao de HER-2 e pHER-2 (Tyr1248) e amplificagdo do HER-2
em carcinoma de mama. Os resultados indicaram que a expressdo da
forma ativa foi altamente especifica para a amplificagdo do gene.

Em casos de adenocarcinoma pancreatico descritos por
Safran et al. (2001), ndo houve concordancia entre a superexpressao e
amplificacdo. Apesar do HER-2 estar superexpresso em uma parcela
significativa de adenocarcinomas pancreaticos, a amplificacio do
gene foi responsavel por parte da patobiologia de alguns destes,
podendo ndo ser a causa da superexpressao de todas elas. Em relacao
ao prognostico, somente 21% dos casos com expressao aumentada de
HER-2 tiveram uma tendéncia a pior sobrevida.

Lemoine et al. (1991) concluiram que a expressao
desregulada do HER-1 ¢ HER-2 ocorre frequentemente no cancer do
estdbmago. Isso na presenga ou auséncia da amplificacdo do gene,
porque foi encontrado mais casos de superexpressio do que
amplificagdo do gene. Nao houve associacdo com estagio do tumor,
envolvimento de linfonodos, nem com infiltragdo neoplasica.

O HER-2 foi expresso em linhagens de células de

cancer coloretal e em adenocarcinoma coloretal humano, porém
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apenas a localizagdo na membrana do cancer coloretal primario € nao
no citoplasma foi associado a amplificacdo do gene. A expressao do
HER-2 no citoplasma foi correlacionada positivamente com neoplasia
bem ou moderadamente diferenciada, mas ndo com outras variaveis
clinicopatologicas como estadgio da neoplasia e dos linfonodos (Half
et al., 2004).

O significado clinico da co-expressdao da familia HER
foi analisado em diferentes canceres humanos. Segundo Normanno et
al., 2006 a co-expressao dos receptores da familia HER se faz
necessaria para induzir transformacdo total tanto in vitro quanto in
vivo. Isso porque neoplasias com co-expressdo sdo frequentemente
associados a um fenotipo mais agressivo, € consequentemente pior
prognostico.

Wiseman et al. (2005) encontraram um efeito negativo
sinérgico nos resultados dos pacientes com carcinoma de mama que
expressavam HER-1, HER-2 e HER-3.

Segundo te Velde et al. (2009), HER-1 ¢ HER-2 nao
foram superexpressos nos adenocarcinomas pancreaticos, enquanto o
HER-3 ¢ HER-4 demonstraram perda de suas expressdes comparada
ao pancreas normal (28% e 79%, respectivamente).

Lee et al. (2005) avaliaram a expressio de HER-1,
HER-2 e HER-3 e amplificagdo do HER-2 em carcinoma de ovario
em estagio avancado. O HER-1 foi expresso em 9,1%, HER-2 em
4,9% e HER-3 em 3%. Houve 11% de co-expressao de HER-1 e
HER-2 em carcinoma ovariano em estagio precoce. Em nenhum dos

casos em estagio avangado houve superexpressao de HER-1 e HER-2.
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Por fim, nd3o ocorreu também correlacdo significante entre

superexpressao e amplificagdo do HER-2 em carcinoma de ovario.

2.4.6 Expressao da familia HER em carcinoma epidermdide de

cabeca e pescogo / Prognostico

Segundo a literatura, a expressao da familia HER em
CE de cabeca e pescogo apresenta variagdes. Mariezkurrena et al
(2005) encontraram HER-1 expresso em 41% de todos os casos de
CE de cabega e pescogo. Grandis e Tweardy (1993) observaram em
sua amostra que HER-1 e seu ligante TGF-a, foram expressos em
torno de 80 a 90% dos casos. Consideraram que a expressdo
aumentada do HER-1 seria um evento inicial na carcinogénese do CE
de cabega e pescoco, que estd presente na mucosa normal de
pacientes com cancer quando comparada a mucosa de pacientes sem
cancer (controle).

Shin et al. (1994) analisaram 36 casos de CE de cabega
e pescoco, tecido normal e lesdes potencialmente malignas adjacentes
a neoplasia, ¢ 4 casos controle de epitélio oral normal. Na mucosa
normal do grupo controle detectou-se baixa expressdo de HER-1 e no
epitélio normal adjacente ao CE a expressao de HER-1 foi duas vezes
maior quando comparada a mucosa normal. A expressao de HER-1
manteve-se elevada na hiperplasia e displasia, aumentando

consideravelmente no CE.
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H4 poucos estudos da amplificagdo do gene e expressao
em CE de cabeca e pescoco. Os resultados de Ishitoya et al. (1989)
demonstraram que havia uma correlagdo entre amplificagdo do gene e
expressao do receptor, mas em algumas amostras de CE haviam
superexpressao sem a ocorréncia de amplificagdo. Indicagdo de que a
amplificagdo ndo e o Unico mecanismo no qual o nivel de HER-1
pode ser aumentado.

Hiraishi et al. (2006) encontraram 93% de casos de CE
da regido oral e maxilofacial com expressao de HER-1 e 98% com
expressao de pHER-1(Tyr 1173). Houve apenas correlagdo entre
expressao elevada de HER-1 e invasdo neoplasica.

A expressao aumentada de HER-1 no CE de cabeca ¢
pescoco foi correlacionada com tamanho e estagio do tumor (Santini
et al., 1991). Pode ainda estar associada de uma forma generalizada a
um prognostico pobre (Rogers et al., 2005).

O HER-2 tem sido detectado em torno de 40% a 60%
dos carcinomas de cabeca e pescoco (Parise Jr et al., 2004).

Os achados imunoistoquimicos da expressao de HER-2
em lesOes benignas e malignas sugeriram que essa proteina tem sua
expressdao aumentada no CE (2,7) e expressdo menos intensa nas
displasias (1,5), hiperplasias (1,3) e na mucosa normal (1,0). A
expressao fraca e eventual de HER-2 na mucosa normal ¢ explicada
pelo baixo turn over. Nos casos de displasia e hiperplasia houve
imunomarcagdo com expressao mais forte devido ao alto turn over
celular e proliferagao rapida pelo HER-2. No CE a expressao mais

forte foi correlacionada com a diferenciacdo celular baixa. Esses
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achados levaram os autores a concluir que quanto mais baixo o grau
de diferenciacao celular mais alta a expressao de HER-2 (Wilkman et
al., 1998).

Xia et al. (1997) detectaram expressao de HER-2 em
linhagem de células orais, porém ndo em células de cabega e pescoco.
Além disso, encontraram 86% dos casos de CE orais primarios com
imunoreatividade a HER-2 e uma forte correlacdo entre expressao de
HER-2 e tempo de sobrevida curta em pacientes com CE.

Albuquerque Jr. et al. (2003) ao correlacionar a
expressao de HER-2 e proteina S-100 com grau de malignidade e
local anatdémico em CE oral, ndo observaram correlagao entre HER-2
e grau de malignidade. Porém, foi verificado que HER-2 estava
positivo na maioria dos casos localizados na lingua, levando a sugerir
que a carcinogénese na lingua poderia apresentar relacdo entre
anormalidades funcionais e a expressdo do oncogene HER-2. Quanto
a marcacdo com S-100, ndo houve correlacio com a localizagao
anatdmica e foi inversamente proporcional ao grau de malignidade.
Um dado importante a ser salientado ¢ que todos os casos
considerados de baixo grau exibiram positividade fraca para S-100 e
estavam localizados no labio inferior.

Xia et al. (1999) realizaram uma comparagao isolada e
combinada da expressdo da familia HER no CE oral. Foi verificado
que quando os 4 receptores estavam presentes, havia associacdo com
curta sobrevivéncia e metastase a distancia, e que o HER-2 foi o mais

significativo em predizer o CE. A expressao combinada de HER-1,
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HER-2 ¢ HER-3 seriam melhores em predizer a evolugao do CE do

que a expressao isolada das proteinas.

2.4.7 Farmacos

O melhor entendimento das alteragdes moleculares ¢ a
identificagdo de oncogenes potenciais no cancer bucal oferecem
novas formas de terapia (Rogers et al., 2005). Tratamento com
anticorpos terapéuticos que se ligam ao receptor HER inibindo sua
ativagdo ou pequenas moléculas que inibam a funcdo do receptor e
bloqueiam o trifosfato de adenosina (ATP), sitio de ligacdo da kinase,
ja fazem parte de procedimentos terapéuticos na atualidade
(Rabindran, 2005). A inibicao também pode ser através de inibidores
da tirosina quinase (Li et al., 2009). A co-expressdo tanto de
diferentes receptores da familia HER quanto dos seus ligantes na
maioria dos carcinomas humanos nos faz pensar também na
combinagdo de moléculas atingindo diferentes alvos para bloquear o
crescimento da neoplasia (Normanno et al., 2006).

As alteracodes genéticas tais como amplificagdo de gene
¢ mutacoes sdao encontradas nos canceres humanos. No caso do HER-
1, a amplificagdo ou alta polissemia pode estar associada com
resposta aumentada a agentes anti-HER-1 em diferentes tipos de
carcinoma em comparacao com os casos com mutagdo (Normanno et

al., 2006). Em cancer de cabega e pescogo, mutacao do gene HER-1
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foi encontrada em aproximadamente 7% dos casos (Lee et al., 2005).
Em contrapartida, o gene HER-2 ndo sofre mutacdo frequente em
carcinomas (Normanno et al., 2006).

O HER-2 pode contribuir para a malignizagdo com
outros receptores da familia HER no desenvolvimento neoplasico,
sendo o parceiro preferido e envolvido em varias neoplasias humanas
(Olayioye et al.,, 2000), portanto alvo preferido para farmacos
inibidores. O Trastuzumab® (Herceptin) tem sido utilizado em
estudos em humanos como uma alternativa de tratamento, por
exemplo, em cancer de mama metastatico onde ha superexpressao de
HER-2. Quando utilizado isoladamente, produziu resposta duradoura,
sendo bem toleravel e com poucos efeitos colaterais (Cobleigh et al.,
1999). A sua indicacdo deve ser criteriosa e seletiva j& que alguns
tipos de canceres humanos como o adenocarcinoma pancredtico
apresenta rara amplificacdo do gene verdadeira, sendo assim incerta a
efetividade do Trastuzumab® neste tipo de carcinoma (Saxby et al.,
2005). Ha a necessidade da identificacdo de quais neoplasias sdo
realmente sensiveis e quais apresentam resisténcia a novas terapias
(EI Sheikh et al., 2004).

Nem todos os casos que superexpressam a proteina
HER-2 respondem aos anticorpos HER-2 e devido a interagdo com os
outros receptores da familia HER, inibidores de tirosina quinase
também podem ser utilizados na abordagem do tratamento do cancer
(Olayioye et al., 2000). O Lapatinib® ¢ um tipo de inibidor de
tirosina quinase que atua na atividade de HER-1 e HER-2 (Spector et
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al., 2005). O CI-1033 tem como alvo os 4 membros da familia HER
logo, sendo um inibidor pan HER (Zimmermann et al., 2006).

As estratégias de inibi¢do através de anticorpos
monoclonais e inibidores da tirosina quinase sdo promissoras no
tratamento antitumoral de cancer coloretal metastatico, cancer
pulmonar nao de células pequenas, cancer de mama e CE de cabeca e
pesco¢o. Porém, somente 10 a 20% dos pacientes respondem
clinicamente. Uma das possiveis razdes para que se ocorra a
resisténcia adquirida das células ao cetuximab®, erlotinib®,
gefitinib® (inibidores de HER-1) seria o aumento da atividade
aumentada da familia Src quinase (SFK), o qual esta ligado a
translocagdo do HER-1 para o ntcleo. O HER-1 expresso no nucleo
pode ser critico na resisténcia ao cetuximab® e nestes casos deve ser
utilizado concomitantemente com o Dasatinib® (inibidor SFK) (Li et
al., 2009).

Apesar de poucos estudos ja se podem encontrar alguns
recentes envolvendo a forma ativa dos receptores e avaliando as

respostas ao trastuzumab®, doxorubicin® ou tamoxifen® (Thor et al.,

2000).
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi verificar a expressdo de
HER-1 ¢ HER-2 totais e fosforilados e possiveis correlacdes das

expressoes destas proteinas com lesdes de QA e CE de labio inferior.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra

Foram estudados 50 casos de QA em labio inferior e 50
de CE primario em labio inferior com diagnostico clinico e
histopatolégico, atendidos no Ambulatério da Disciplina de
Propedéutica Estomatolédgica, da Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos — UNESP. O grupo controle correspondeu a 14
espécimes de lesdes benignas localizados em labio inferior.

Os blocos de parafina utilizados neste estudo foram
selecionados no arquivo do Laboratorio da Disciplina de Patologia da

Faculdade de Odontologia de Sao Jos¢ dos Campos — UNESP.

4.2 Procedimento ambulatorial

A QA ¢ uma lesao multifocal (Figura 3a), a
semimucosa labial pode ter areas atroficas e/ou eritematosos, areas

com manchas ou placas brancas, palidez, ressecamento (com aspecto
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sulcado e/ou descamacgao), aumento volumétrico (infiltragdo) e tlcera.
A bidpsia ¢ sempre incisional e na drea de maior expressividade
clinica da lesdo considerando a seguinte prioridade:
e Ulcera e/ou mancha ou placa branca e/ou eritemato-atrofica;
e Mancha e/ou placa branca com darea atrofica e/ou eritemato-
atréfica.

Pelo aspecto clinico multifocal da QA, quando ha
ulcera com mais de 15 dias de evolucdo e sem relato de cicatrizagdo o
CE deve ser considerado no diagnostico diferencial (Figura 3b).

Os pacientes com diagndstico clinico e histopatologico
de QA foram orientados a usar FPS labial e a fazer retorno periddico,
enquanto os pacientes com diagndstico histopatologico de CE em
labio com ou sem QA concomitante foram encaminhados para
tratamento com médico cirurgido de cabeca e pescogo. Cabe
esclarecer que muitos pacientes ndo retornam para a proservacao
periddica do caso.

Na sessdo para a realizacdo da bidpsia os pacientes
preencheram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A). O Comité de Etica em Pesquisa desta
Universidade aprovou a realizacdo desta pesquisa: 06/2007-PH/CEP
(Anexo A e B).
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Figura3 - A) Aspecto multifocal da QA em ldbio inferior; B) Vermelhdo do ldbio
comprometido por lesdes de QA e CE

4.3 Procedimento laboratorial

Os espécimes de novas biopsias foram fixados em
formol a 10% e enviados para o Laboratorio da Disciplina de
Patologia da Faculdade de Odontologia de Sao José¢ dos Campos —
UNESP para serem incluidas em blocos de parafina para posterior
procedimento histotécnico. Os cortes de 5 um foram analisados
histomorfologicamente para diagnostico final de QA e CE através de
coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) (Figura 4a, Figura 4b),
enquanto cortes semi-seriados de 3 um foram realizados para a analise
imunoistoquimica.

As classificacdes quanto ao grau de atipia da QA foram
as adotadas nos laudos andtomo-patologicos baseadas em padroes
histologicos (Bandczy; Csiba, 1976; van der Waal et al., 1986) como a
presenga ou nao de:

e Prolongamento epitelial em forma de gota;

e Perda da polaridade das células basais;
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Hiperplasia da camada basal;

Estratificagdo epitelial irregular;
Pleomorfismo celular e nuclear;

Anisocitose;

Hipercromatismo celular;

Aumento da proporg¢ao nucleo-citoplasma;
Proliferacao celular;

Aumento de mitoses, superficiais e anormais;
Coesao celular reduzida;

Queratinizagdo abaixo da superficie epitelial.

Segundo Banoczy e Csiba (1976), a gradagdo da atipia

epitelial depende da quantidade de alteracdes presentes:

Sem atipia: menos de 2 alteragdes histopatoldgicas;

Atipia leve: presenca de 2 alteracdes histopatologicas;

Atipia moderada: presenca de 2 a 4 alteragdes histopatologicas;
Atipia grave: presenca de 5 ou mais alteracdes histopatologicas.

O sistema binario de gradacdo da atipia dividido em

categorias (Kujan et al., 2006) foi realizado especificamente para esta
pesquisa através da andlise de todo o corte, em cada caso, por 2
observadores, sendo um patologista experiente ¢ um aluno da Pos-
graduacdo. A avaliacdo por escore baseou-se em critérios de
arquitetura e citologia descritos na classificagdo da Organizagdo

Mundial de Satde (OMS) de 2005, sendo os critérios de arquitetura:

Estratificagdo epitelial irregular;
Perda da polaridade das células basais;

Projecdes epiteliais em forma de gota;
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e Numero aumentado de figuras mitoéticas;

Mitoses superficiais em localiza¢ao anormal;

Queratinizag¢ao prematura de células isoladas;

Pérolas corneas dentro das projecgdes epiteliais.
E os critérios citologicos:

e Variacao anormal no tamanho nuclear;

e Variacao anormal na forma nuclear;

e Variacdo anormal no tamanho celular;

e Variagdo anormal na forma celular;

e Aumento na propor¢ao nucleo-citoplasma;

e Aumento no tamanho nuclear;

e Figuras mitoticas atipicas;

e Aumento do nimero e tamanho do nucléolo;

e Hipercromatismo.

Quando observado no minimo a presenca de 4
alteracOes de arquitetura e 5 citologicas se considera uma lesao de alto
risco, ou seja, com susceptibilidade potencial para transformacgao
maligna. Ao contrario, das lesdes de baixo risco sem essa
susceptibilidade ao qual apresentam menos de 4 alteragdes de
arquitetura e 5 citologicas.

A gradacdo histopatologica do CE utilizada neste
estudo foi a mesma adotada nos laudos andtomo-patoldgicos. As

lesdes foram graduadas em uma escala que variava de I a III (Neville

et al., 2004).
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e Grau I, grau baixo ou bem diferenciado: Neoplasia madura que
se assemelha ao tecido de origem com crescimento lento e
metastizara provavelmente;

e Grau II, grau moderado: Neoplasia intermediaria entre o grau |
e III,

e Grau III, grau alto ou pobremente diferenciado: Neoplasia

imatura com muito pleomorfismo celular e nuclear, pouca ou

nenhuma producao de queratina.

Figura4 - A) Fotomicrografia de lesio de QA mostrando atipia epitelial com
hiperortoqueratose e degeneragdo basofilica no tecido conjuntivo. (HE.
Aumento original 200X); B) Fotomicrografia de CE mostrando
hipercromatismo, pleomorfismo celular e nuclear no CE de labio (HE.
Aumento original 400X).

As técnicas de cultura celular e xenoenxertia foram
realizadas para otimizacdo da técnica imunoistoquimica e posterior

utilizagao dos cortes como controles positivos.
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4.3.1 Cultura de células

Foi realizado cultura de células a partir de linhagens
celulares de carcinoma da regido de cabecga e pescogo: HN4, CAL27 e
11A. As linhagens celulares descritas sdo oriundas da colecdo do
Tumour and Biology and Metastasis Team. As células foram mantidas
a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO; e 95% de oxigénio
(Figura 5a). As células cresceram em frascos contendo meio Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM) suplementado com 10% de soro
bovino fetal (FCS) (Figura 5b). As células ao atingirem a pré-
confluéncia eram desprendidas dos frascos com Tryp-LE (Invitrogen,
UK). Os tubos contendo as células em DMEN foram centrifugados no
programa 4 (1500 rpm por um periodo de 3 min) formando um pellet.
Em seqiiéncia, as células foram ressuspendidas em uma mistura de
Matrigel (BD Biosciences, UK), um veiculo que mimetiza a matriz
extracelular e no meio balanceado de Hank, antes de ser injetado nos

animais para estabelecer modelos de xenoenxertia.
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Figura5- A) Incubadora a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO, e 95% de
0O,; B) Frascos de plasticos contendo DMEM com 10% de FCS

4.3.2 Xenoenxertia

Aproximadamente 1X10° células foram injetadas em
camundongos subcutaneamente na regido do flanco. Quando a lesdo
neoplésica atingira aproximadamente 1 cm de didmetro os animais
eram sacrificados para remocao da neoplasia. A peca era fixada em
formol a 10%, processada overnight no Tissue Tek Processor (GMI
Inc.) no programa 1 e emblocada em parafina, sendo confeccionada
laminas com cortes de 3 um em espessura para posterior otimizagao

da técnica imunoistoquimica.
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4.3.3 Otimizagao da técnica imunoistoquimica

A otimizagdo da técnica imunoistoquimica a ser
empregada foi a partir do estudo de diferentes substancias, tempos e
métodos de recuperacdo antigé€nica, diluigdes dos anticorpos, como
também tempo de incubacdo dos reagentes que melhor se adequasse a
nossa amostra e a marcagdo pretendida. Os xenoenxertos
correspondentes as linhagens de células que demonstravam moderada
a alta expressdo (CAL27 e HN4) e baixa ou negativa expressao da
familia HER (11A), previamente determinadas pela citometria de
fluxo por FACScan® (Becton Dickinson), serviram como parametros
para se determinar as diluicdes dos anticorpos a serem padronizados
em nossa amostra. Consequentemente, 0s Xenoenxertos com
expressao conhecida das proteinas estudadas serviram como controles

positivos.

4.3.4 Imunoistoquimica

Os cortes histologicos foram montados em laminas de
vidro tratadas previamente com organosilano, a fim de evitar o
descolamento destes durante a imunocoloragdo. A desparafinizagdo

foi realizada em histo-clear II TM (National Diagnostics,
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Leicestershire, UK) por 5 minutos e a reidratacdo em alcool etilico em
concentragdes decrescentes. Em seguida, foram lavadas em alcool a
95% e hidréxido de amodnia a 10% por 5 min. A recuperagdo
antigénica foi realizada com proteinase K (Sigma-Aldrich,
Gillingham, UK) por 5 minutos para HER-1 e 4cido citrico a 1% para
pHER-1 e pHER-2 em microondas por 15 minutos. O anticorpo HER-
2 ndo necessitou de recuperacao antigénica. Bloqueiou-se a peroxidase
endogena com perdxido de hidrogénio a 1% (VWR International,
Lutterworth, UK) em 4gua deionizada por 20 min. Os cortes foram
incubados com os anticorpos HER-1 31G7 (Zymed, Paisley, UK),
HER-2 12 (ICR, Sutton, UK, pHER-1 (Tyr1173) e pHER-2 (Tyr
1221/1222) (Cell Signaling, Hitchin, UK) overnight em temperatura
ambiente (Quadro 2). Incubagdo por 2 h com anticorpo secundario
anti-rato,  anti-camundongo e anti-coelho  1:500  (Jackson
Immunoresearch, Suffolk, UK) foi realizado para HER-2, HER-1,
pHER-1 e pHER-2, respectivamente. Em seguida, foi utilizado o kit
ABC Vectastain PK6101 (Vector, Peterborough, UK) por 2 h e o
cromogeno diaminobenzidina (DAB) Impact TM (Vector,
Peterborough, UK) por aproximadamente 10 min. Contra corou-se
com Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich, Gillingham, UK).
Finalmente, desidratagdao em série de alcoois etilicos, passagem em
xilol e montagem das laminas com Vectamount H-5000 (Vector,
Peterborough, UK).

Foram realizados os controles positivos e negativos
(auséncia do anticorpo primario) nas reagdes imunoistoquimicas

(Figura 6).
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Quadro 2 - Resumo dos anticorpos, métodos utilizados e controles
NOSITIVOS
Recuperacao Controle
Anticorpo Clone antigénica Diluigao positivo Fabricante
CAL27
EGFR monoclonal 31G7 Proteinase K 1100 xenoenxerto Zymed
pEGFR monoclonal . CAL27
(Tyr 1173) 53A5 Acido citrico 1100 xenoenxerto Cell Signaling
Sem HN4
HER-2 monoclonal recuperacao 1 300 xenoenxerto ICR
pHER-2 monoclonal . HN4
(Tyr 1221/1222) 6B12 Acido citrico 1100 xenoenxerto Cell Signaling




Figura 6 -
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Controles positivos: A) ¢ B) HER-1 (CAL27); C) ¢ D) pHER-1
(CAL27); E) e F) HER-2 (HN4); G) e H) pHER-2 (HN4). Controles
negativos: I) CAL27; J) HN4. (A; C; E; G. Aumento original 200X).
(B; D; F; H; I; J. Aumento original 400X).
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4.4 Interpretacdo da marcagdo imunoistoquimica

A analise da expressdao das proteinas marcando a
membrana, citoplasma e nlcleo basearam-se num escore do
Herceptest (DAKO) e de marcagdo global adaptado (Frogne et al.,
2009), seguindo uma classificacdo de acordo com a intensidade e
percentagem de marcacdo por microscopio Optico com objetiva de
20x. Em caso de duvida foi realizada a confirmagdo com objetiva de
40x. A imunoreacao foi dividida em grupos de acordo com o
percentual de intensidade de coloragdo positiva das células:

e 3+: Forte marcacao, > 10% das células estavam marcadas;

e 2+: Moderada marcacdo, > 10% das células estavam marcadas;

e 1+: Fraca marcacao, > de 10% das células estavam marcadas;

e 0: Nenhuma marcagao ou marcacao, < 10% das células estavam
marcadas.

Sendo 3+ e 2+ considerados positivos ¢ 1+ e 0
negativos. A andlise foi realizada por todo o corte em cada estrutura
celular por 2 observadores independentemente, sem conhecimento dos
dados clinicos e histopatoldgicos. Seguiram-se ainda alguns critérios
adicionais além do descrito acima como:

e Foi tomado como pardmetro para comparagdo os extremos de
marcagdo mais e menos intensa de cada proteina
individualmente, como também os controles positivos para se
calibrar o escore anteriormente ao inicio da interpretagdo da

marcacao;
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e No caso de marcagdo heterogénea biologica ou borderline se

optou pela marcacdo mais intensa e representativa;
Especificamente no grupo CE foi dado o escore correspondente
a area do componente invasivo;

Qualquer discrepancia na determinagdo do escore foi
imediatamente resolvido através de consenso entre os 2

observadores.

4.4.1 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao:

Diagnostico clinico de QA e CE confirmado com diagnostico
histopatolédgico;
Pacientes que concordaram e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Critérios de exclusdo:

Perda de tecido significativo durante o processamento que
viesse a inviabilizar a andlise da expressao das proteinas;
Demais casos de bidpsias de um mesmo paciente realizados
posteriormente;

Lesdes localizadas em labio superior;

Material insuficiente para a pesquisa com os 4 anticorpos

estudados.
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4.5 Analise estatistica

4.5.1 Analise dos dados

Os dados coletados dos 114 casos foram submetidos a
analise estatistica por meio do programa computacional: SPSS (for
Windows, Rel. 17.0.0. 2008. Chicago: SPSS Inc). A estatistica
descritiva consistiu na construgdo de tabelas de frequéncia absoluta e
relativa da expressao das proteinas baseados nos escores.

Para comparar os escores entre os trés grupos foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis para cada proteina e como anélise
post-hoc o teste de Mann-Whitney com corre¢ao de Bonferroni.

Foi utilizada a correlagdo ordinal de Spearman para
quantificar a relacdo entre a expressao de HER-1 e HER-2 totais e
fosforilados nos grupos estudados de acordo com as estruturas
celulares.

O nivel de significancia escolhido foi o wvalor

convencional de 5%.



81

5 RESULTADOS

5.1 Perfil da amostra

Entre os 14 pacientes do grupo Controle a média de
idade foi 34 anos (£21,8), sendo 7 do género masculino, 9
leucodermas, 2 melanodermas e 3 sem raca definida.

Entre os 50 pacientes do grupo QA, um caso ndo
apresentava a idade na ficha do laudo histopatologico e a média de
idade foi 57 anos (+14,5). Foram 42 pacientes do género masculino,
46 leucodermas, 3 melanodermas e 1 xantoderma. Quanto a gradagao
do nivel de atipia na QA, 4 (8%) apresentaram-se sem atipia, sendo 27
(54%) leves, 15 (30%) moderados e 4 (8%) graves. Segundo o risco
da QA ter uma transformac¢do maligna, 44 (88%) eram de baixo risco
e 6 (12%) eram de alto risco. Verificou-se nas lesdes de QA que os 4
casos sem atipia ¢ 27 com atipia leve correspondiam as lesdes de
baixo risco, 12 casos com atipia moderada correspondiam as lesoes de
baixo risco, enquanto 3 casos correspondiam com as lesdes de alto
risco. J4 os casos graves, 1 foi classificado de baixo risco e 3 como

sendo de alto risco.
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Entre os 50 pacientes do grupo CE de labio, 4 pacientes
apresentaram auséncia da idade nos prontuérios. A média de idade foi
64 anos (£13,1), eram 43 pacientes do género masculino, 38
leucodermas, 1 melanoderma e 11 sem raca definida. Na classificacdo
histopatoldgica quanto ao grau de diferenciacdo, 22 (44%) se
apresentaram bem diferenciados, 20 (40%) moderadamente
diferenciados, 4 (8%) pouco diferenciados ¢ 4 (8%) superficialmente

1Invasivos.

5.2 Expressao de HER-1 e HER-2 totais e fosforilados nos grupos

Controle, QA e CE de acordo com as estruturas celulares

A expressao de HER-1, pHER-1, HER-2 e pHER-2 em
diferentes estruturas celulares foram avaliados em 114 casos por
imunoistoquimica e houve variagcdo de acordo com os grupos
estudados.

A expressio de HER-1 foi considerada positiva na
membrana em 77% (88/114) dos casos, dos quais tanto no grupo
Controle quanto no grupo QA o escore predominante foi 2+ (50%),
enquanto no CE o escore foi 3+ (44%). O HER-1 foi detectado no
citoplasma em 61% (70/114) dos casos e o escore 2+ prevaleceu em
todos os grupos. A reatividade do HER-1 no ntcleo ocorreu somente
em 1% (1/114) dos casos e apenas no grupo CE, 2% apresentaram o

escore 2+ (Tabela 1 e Tabela 2 (Apéndice B)).
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Tabela 1 - Distribuicao relativa (%) da expressao de HER-1 nos
grupos Controle, QA e CE de acordo com as estruturas

celulares
HER-1 Grupos
Membrana Controle QA CE Total
(n=14) (n=50) (n=50) (n=114)
Negativa 7 28 22 23
Positiva 93 72 78 77
Citoplasma
Negativa 14 46 38 39
Positiva 86 54 62 61
Nucleo
Negativa 100 100 98 99
Positiva 0 0 2 1
Total 100 100 100 100

O pHER-1 foi observado predominantemente no nticleo
em 19% (22/114) dos casos, sendo encontrado em 7% dos casos na

membrana e 3% no citoplasma (Tabela 3).
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Tabela 3 - Distribuicao relativa (%) dos niveis de expressdo de

pHER-1 nos grupos Controle, QA e CE de acordo com
as estruturas celulares

PHER-1 Grupos
Membrana Controle QA CE Total
(n=14) (n=50) (n=50) (n=114)
Negativa 93 96 90 93
Positiva 7 4 10 7
Citoplasma
Negativa 93 100 96 97
Positiva 7 0 4 3
Nucleo
Negativa 57 92 76 80,5
Positiva 43 8 24 19,5
Total 100 100 100 100

O HER-2 foi expresso na membrana em 25% (29/114)

dos casos, 91% (104/114) no citoplasma e 4% (5/114) no nucleo,

sendo a superexpressao mais expressiva no citoplasma em todos os
grupos estudados (Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribui¢do relativa (%) da expressao de HER-2 nos
grupos Controle, QA e CE de acordo com as estruturas

celulares
HER-2 Grupos
Membrana Controle QA CE Total
(n=14) (n=50) (n=50) (n=114)
Negativa 57 80 74 75
Positiva 43 20 26 25
Citoplasma
Negativa 0 8 12 9
Positiva 100 92 88 91
Nucleo
Negativa 7 100 98 96
Positiva 29 0 2 4
Total 100 100 100 100

O pHER-2 foi encontrado no citoplasma em 69% dos
casos e na membrana em 18% (Tabela 5). O escore predominante foi 0
na membrana em todas os grupos estudados e no citoplasma no grupo
Controle. E 2+ foi mais prevalente no citoplasma nos grupos

experimentais (Tabela 2 (Apéndice B)).
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Tabela 5 - Distribui¢do relativa (%) dos niveis de expressdo de
pHER-2 nos grupos Controle, QA e CE de acordo com

as estruturas celulares

PHER-2 Grupos
Membrana Controle QA CE Total
(n=14) (n=50) (n=50) (n=114)
Negativa 78,5 100 66 82
Positiva 21,5 0 34 18
Citoplasma
Negativa 78,5 30 18 31
Positiva 21,5 70 82 69
Total 100 100 100 100

5.3 Comparagdo da expressdo de HER-1 e HER-2 totais e

fosforilados entre os grupos de acordo com as estruturas celulares

A comparacdo dos valores da distribui¢do relativa dos
niveis de expressio de HER-1 e HER-2 totais e fosforilados foi
realizada através do teste de Kruskal-Wallis (os valores
correspondentes as medianas, Q1 e Q3 estdo descritos na Tabela 6
(Apéndice C) entre os grupos de acordo com a localizagdo na
membrana, citoplasma e nucleo (Tabela 7 (Apéndice D)). Apartir
deste dado foi efetuado a comparagao entre pares de grupos através do

teste de Mann-Whitney (Tabela 8 (Apéndice D).
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Houve uma diferenga estatisticamente significante de
expressao do HER-1 total no citoplasma entre os grupos Controle e
QA (p=0,004).

Houve diferenca estatisticamente significante dos niveis
de expressao de pHER-1 no citoplasma e no ntcleo. No citoplasma a
diferenga foi estatiscamente significante entre os grupos Controle e
QA (p<0,001) e entre os grupos Controle e CE (p=0,010). No nucleo a
diferenga foi estatisticamente significante somente entre os grupos
Controle e QA (p=0,013).

Houve diferenca estatisticamente significante de
expressao de HER-2 no ntcleo entre os grupos Controle e QA
(p=0,002), e entre os grupos Controle e CE (p=0,007).

Houve diferenca estatisticamente significante dos niveis
de expressao de pHER-2 na membrana e citoplasma. Na membrana a
diferenca foi estatisticamente significante entre os grupos Controle e
QA (p=0,005), e entre os grupos QA e CE (p<0,001). No citoplasma a
diferenca foi estatisticamente significante entre os grupos Controle e
QA (p<0,001), e entre os grupos Controle e CE (p<0,001).

Para efeito de melhor visualizagdo dos resultados, as
distribuigdes relativas (%) dos niveis de expressao de HER-1 ¢ HER-2
totais e fosforilados, que apresentaram diferenca estatistica
significante de acordo com a estrutura celular nos grupos estudados

podem ser visualizadas a seguir na figura 7.
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Figura 7 - Distribui¢do relativa (%) dos niveis de expressdo de HER-1 e HER-2
totais e fosforilados que apresentaram diferenca estatistica significante

de acordo com a estrutura celular nos grupos Controle, QA e CE

5.4 Correlacdo da expressio de HER-1 e HER-2 totais e

fosforilados entre os grupos de acordo com as estruturas celulares

A correlagdo da expressdo de HER-1 ¢ HER-2 totais e
fosforilados foram estudadas entre os grupos de acordo com a

localizagdo na membrana, citoplasma e nucleo celular (Tabela 9 —

Apéndice E).
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5.4.1 Correlagdo da expressdao de HER-1 e HER-2 totais e fosforilados

entre os grupos na membrana

Houve correlagdo estatisticamente significante entre a
expressao de HER-1 e os niveis de expressio de pHER-2 no grupo
QA (r=-0,306, p=0,031).

Houve correlacdo estatisticamente significante no grupo
CE entre a expressio de HER-1 e HER-2 (r=0,345, p=0,014), a
expressao de HER-1 e os niveis de expressao de pHER-1 (r=0,431,
p=0,002) e a expressao de HER-2 ¢ os niveis de expressao de pHER-1
(r=0,318, p=0,025) (Tabela 10).

5.4.2 Correlagdo da expressao de HER-1 e HER-2 totais e fosforilados

entre os grupos no citoplasma

Houve correlagdo estatisticamente significante entre a
expressao de HER-1 e HER-2 no grupo QA (r=0,397, p=0,004).

Houve correlagdo estatisticamente significante entre a
expressao de HER-1 e HER-2 no grupo CE (r=0,321, p=0,023)
(Tabela 10).
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5.4.3 Correlagdo da expressao de HER-1 e HER-2 totais e fosforilados

entre 0s grupos no nucleo

Houve correlagdo estatisticamente significante entre a

expressao de HER-2 e os niveis de expressio de pHER-1 no grupo

Controle (r=0,735, p=0,003) (Tabela 10).

Tabela 10 Resultado da correlagdo de Spearman (p-valor) entre

HER-1 e HER-2 totais e fosforilados que apresentaram
correlagdo estatisticamente significante de acordo com a
localizacao na membrana, citoplasma e nucleo nos grupos
Controle, QA e CE

Citoplasma Membrana Nucleo
QA CE QA CE Controle
HER-1 | HER-1 | HER-1 | HER-1 | HER-2 HER-2
Coef. de correlagdo | 0,397 0,321 0,345
HER-2 p valor 0,004 0,023 0,014
Coef. de correlagao 0,431 0,318 0,735
PHER-1 p valor 0,002 0,025 0,003
Coef. de correlagao -0,306
PHER-2 p valor 0,031
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5.5 Discrepéancias entre a expressdo de HER-1 e HER-2 totais e

fosforilados entre os grupos de acordo com a estrutura celular

As discrepancias entre a expressao de HER-1 e HER-2
totais e fosforilados nos grupos estudados foram descritos abaixo

(Tabela 11).

Tabela 11 - Discrepancias entre HER-1 e HER-2 totais e
fosforilados nos grupos Controle, QA ¢ CE

Discrepancias Controle QA CE

N M C N M C N M Cc
HER-1 -/ pHER-1 - 8 1 2 | 46 | 14 | 23 | 37 | 11| 18
HER-1+/pHER-1- | 0 12 | 11 0 | 34 | 27 1 34 | 30
HER-1-/pHER-1+ | 6 0 4 0 0 121 0 1
HER-1+/pHER-1+ | O 1 1 0 2 0 0 5 1
HER-2-/pHER-2- | 10 | 6 0 50 | 40 | 0 149 | 25| 0O
HER-2 +/pHER-2- | 4 5 11 0 10 | 15 1 8 9
HER-2 -/ pHER-2+ | 0 2 0 0 0 4 0 12 6
HER-2 +/pHER-2+ | 0 1 3 0 0 31 0 5 | 35

(+): expressédo positiva; (-): expressdo negativa; N: niicleo; M: membrana;
C: citoplasma

Houve uma maior prevaléncia de casos HER-1 - /
pHER-1 — no nucleo nos grupos Controle, QA e CE. Enquanto na
membrana e no citoplasma nos grupos Controle, QA e CE prevaleceu

HER-1 +/pHER-I -.
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Houve uma maior prevaléncia de casos HER-2 - /
pHER-2 — no nucleo nos grupos Controle, QA ¢ CE e na membrana
nos grupos Controle, QA e CE. No citoplasma no grupo Controle
prevaleceu HER-2 + / pHER-2 -, enquanto no citoplasma nos grupos

QA e CE prevaleceram HER-2 + / pHER-2 +.

5.6 Analise descritiva

Foram observadas marcacdo na membrana, citoplasma
e nucleo de todas as proteinas estudadas, exceto a marcacao do nucleo
com o pHER-2. Em todos os grupos, o HER-1 se expressou de forma
mais intensa na camada basal do que nas outras camadas (Figura 8).
As outras proteinas se expressaram em todas as camadas epiteliais.
Em muitos casos a expressao se mostrou heterogénea no mesmo corte.

No grupo CE quando o corte apresentava area de
mucosa normal adjacente ao CE, este se apresentava ora com
expressao similar em intensidade, ora menor na maioria dos casos em
todas as proteinas estudadas, tendo sido poucos os casos em que a
mucosa normal adjacente ao CE se apresentava com maior expressao

do que a area do CE propriamente dita.
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Figura 8 - Fotomicrografia com marcagdo imunoistoquimica da membrana e
citoplasma pelo HER-1. Maior intensidade da expressdo na camada basal do
aue nas outras camadas (Aumento original 200X).

A imunomarcacdo para HER-1, pHER-1, HER-2,
pHER-2 nos grupos Controle, QA e CE podem ser visualizados na
Figuras 9,10 e 11 .
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Figura 9 - Marcagdo imunoistoquimica representativa para HER-1, pHER-1, HER-2 ¢
pHER-2 no grupo Controle. A) e B): expressio de HER-1 na membrana e
citoplasma; C) e D): expressdo de pHER-1 no citoplasma e nucleo; E) e F):
expressdo de HER-2 no citoplasma e nicleo; G) e H): auséncia de expressdo de
pHER-2. (A; C; E; G: Aumento original 200X). (B; D; F; H: Aumento original
400X).
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Figura 10 - Marcagdo imunoistoquimica representativa para HER-1, pHER-1, HER-2 e
pHER-2 no grupo QA. A) e B): expressio de HER-1 na membrana ¢
citoplasma; C) e D): expressdo de pHER-1 na membrana; E) e F): expressdo
de HER-2 no citoplasma; G) e H): expressdo de pHER-2 no citoplasma. (A;
C; E; G: Aumento original 200X). (B; D; F; H: Aumento original 400X).
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Figura 11 - Marcagdo imunoistoquimica representativa para HER-1, pHER-1, HER-2 e
pHER-2 no grupo CE. A) e B): expressao de HER-1 na membrana e
citoplasma; C) e D): auséncia de expressdo de pHER-1; E) ¢ F): expressdo
de HER-2 na membrana e no citoplasma; G) e H): auséncia de expressao de
pHER-2. (A; C; E; G: Aumento original 200X). (B; D; F; H: Aumento
original 400X).
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6 DISCUSSAO

Os receptores da familia HER foram relacionados com
a carcinogénese (Downward et al., 1984) por ter influéncia na
diferenciacdo, metabolismo, organizacdo citoesquelética (O-
charoenrat et al., 2002), proliferagdo (O-charoenrat et al., 2002;
Holbro et al., 2003), apoptose (Holbro et al., 2003), angiogénese e
invasao (O-charoenrat et al., 2002).

A natureza ¢ a intensidade das vias de sinalizagdo
oriundas do estimulo da familia HER s3o importantes ja que a partir
do seu desencadeamento ocorrem essas respostas que podem levar ou
ndo ao desenvolvimento de um carcinoma. As vias de sinalizagdo
dependem de uma diversidade de fatores como tipo de ligante
(Normanno et al., 2006), disponibilidade do ligante (Rogers et al.,
2005), abundancia dos receptores (El Sheikh et al., 2004; Rogers et
al., 2005), presenca de receptores ativos (Rogers et al., 2005),
composicdo do complexo receptor (Normanno et al.,, 2006) ¢
determinantes estruturais especificos dos receptores (Normanno et al.,
2006). Em nossa pesquisa o estudo dos ligantes nao seria apropriado,
porque a radiagcdo UV e as vias de transativagdo relacionadas a
familia HER poderiam ativar os receptores de forma indireta e
consequentemente a cascata. Por isso, optamos pela quantificacao dos

receptores, incluindo os fosforilados por oferecerem uma informagao
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biologicamente superior, ao inveés de simplesmente informar a
presenca dos receptores na forma inativada (Thor et al., 2000).

A técnica para andlise da expressdo da familia HER
escolhido em nosso estudo foi a imunoistoquimica devido a amostra
estar emblocada em parafina (Yasui et al.,, 1988). A vantagem da
imunoistoquimica seria a facilidade da técnica e reduzido custo. A
desvantagem dessa técnica ¢ o risco de interpretagao erronea levando
a superestimagdo da reatividade do anticorpo, onde a maioria dos
casos ¢ referente mais a aneuploidia do que exatamente amplificagdao
do gene. Outra razdo para um equivocado aumento da reatividade
seria nas situagdes onde a recuperacao antigénica se excede (Saxby et
al., 2005).

H4 uma grande gama de fatores que influenciam e
causam variabilidade sobre a interpretacdo da expressao da proteina
como critérios de sele¢do de casos (Safran et al., 2001), fixagdo
(Renshaw, 2007), tempo de armazenamento de laminas com cortes
(Jackson, 2007), escolha do anticorpo, técnica de recuperagdo
antigénica adotada (Saxby et al., 2005), diferencas de metodologia,
métodos de avaliacdo do escore utilizado na anélise imunoistoquimica
(Safran et al., 2001) e heterogenicidade da neoplasia (Koka et al.,
2002).

Apds a remogao do meio in vivo, o tecido sofre agdes
deletérias como hipdxia, acdo de enzimas lisossoOmicas e alteragcdes
por decomposicdo. Havendo a necessidade de fixa¢do rdpida e
apropriada da peca para evitar esses efeitos. A fixacdo causa alteracdo

na conformag¢do da estrutura terciaria das proteinas, tornando-as
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inativas biologicamente e alterando as propriedades quimicas e
antigénicas (Renshaw, 2007). Uma fixacdo pobre e o seu atraso
causam perda da antigenicidade ou difusdo dos antigenos ao redor do
tecido. O excesso de fixagdo torna os antigenos alterados, mascarados,
depletados ou destruidos. Nao ha nenhum fixador ideal para a
demonstracao de todos os antigenos. Dentre os mais variados tipos de
substancias de fixacdo o mais comumente utilizado anteriormente ao
processo de emblocamento por parafina sdo os formaldeidos (Jackson,
2007), que oferecem wuma boa preservagdo citoldgica,
imunolocalizacdo ¢ mascara menos o antigeno. Embora, cause um
aumento da hidrofobicidade tecidual, levando a uma maior incidéncia
de marcacdo de fundo generalizada (Renshaw, 2007), isto ¢é, todas as
proteinas sdo hidrofobicas em certo nivel e a fixagdo aumenta a
hidrofobicidade pela ligacdo reativa dos aminoicidos o e & entre
proteinas adjacentes ou dentro da estrutura tercidria de uma tUnica
proteina. Sdo especialmente propensos os tecidos conectivos, epitélio
escamoso ¢ adipdcitos, sendo que tal aumento na hidrofobicidade ¢
correlacionado a temperatura da fixag¢do, duragdo e pH (Jackson,
2007). Em alguns casos de nossa amostra, o HER-2 teve uma
marcagdo de fundo, ndo podendo afirmar se foi devido a fixacdo ou
ndo. Ainda quando os espécimes sdo fixados em formaldeido acidico
podem apresentar manchas oriundas de pigmentos de formalina
(Renshaw, 2007).

As recomendacdes dadas pelo Colégio de Patologistas
Americanos para Otimos resultados sdo espécimes de dimensoes

maximas de 1,0 X 1,0 X 0,4 cm, que devem ser fixados por no
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minimo de 3 h e meia e no maximo por 18 h em formaldeido
tamponado neutro, preparados por periodo ndo maior do que 1 més, e
nos casos de aguardo para emblocamento deve-se armazenar em
alcool a 70% (Jackson, 2007). Uma dificuldade que detectamos em
nossa pesquisa foi a impossibilidade de controle sobre o processo de
fixacdo da peca.

O tempo de armazenamento das laminas dos cortes em
parafina influencia na degradacao de alguns antigenos, provavelmente
devido a oxidagdo, por isso estd indicado realizar os cortes
semanalmente (Jackson, 2007). Nesta pesquisa ndo foi possivel
realizar os cortes na semana da reagdo imunoistoquimica, por isso nao
podemos afirmar que ndo houve perda de antigenicidade.

Quanto ao critério para a escolha dos anticorpos, a
preferéncia foi pelos anticorpos monoclonais devido ao fato de se
ligaram contra epitopos Gnicos. Mesmo assim hé inconvenientes tanto
com anticorpos monoclonais quanto policlonais, por serem propensas
as ligagdes ndo especificas, o que exige a utilizacdo de bons controles
(Onley, 2007). Nesta pesquisa utilizamos apenas anticorpos
monoclonais e controles positivos e negativos durante as reagdes.

Diferentemente dos anticorpos totais, os anticorpos
fosforilados foram um desafio para serem encontrados
comercialmente e reconhecidos na literatura, ja4 que ha poucos
trabalhos publicados. E ainda, que os mesmos ndo demonstrassem
reagdo cruzada com outros receptores da familia HER.

Diferentes sitios de autofosforilacao foram identificados

para o HER-1: Tyr1068, 1148, 1173 (Downward et al., 1984), 992
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(Walton et al., 1990) e 1086 (Hsuan et al., 1989). Utilizamos o
anticorpo HER-1 que reconhecia Tyr 1173 e estd envolvida na
ativacao da sinalizagdo da MAPK. Para o HER-2 ha cinco sitios de
fosforilagdo, sendo defendido ser o sitio Tyrl1248 mais funcional
(Thor et al., 2000). Segundo Frogne et al. (2009), o Tyr1221/1222
seria melhor e mais sensivel para analise imunoistoquimica do que o
Tyr1248. Ambos desencadeiam a via Ras-Raf-MAPK envolvida na
proliferacdo celular entre outras respostas celulares. Por tal razao
utilizamos em nosso estudo o Tyr1221/1222 para verificar os niveis de
expressao de pHER-2.

E necessario que os protocolos de imunoistoquimica
sejam otimizados para cada anticorpo e para cada tipo de tecido a ser
estudado, no entanto ¢ uma fase que prolonga demasiadamente o
andamento da pesquisa. Anticorpos primarios devem ser otimizados
em painéis de tecidos ja conhecidos serem positivos e negativos para o
antigeno em questdo (Jackson, 2007). Nosso protocolo de otimizagao
se baseou em tecidos com linhagens de células com expressdo
conhecida dos antigenos e esse conhecimento prévio foi obtido pela
técnica de citometria de fluxo. Tal procedimento aumentou a
confiabilidade das reagdes imunoistoquimicas, ja que as expressdes
das proteinas coincidiram com dados anteriores.

Os efeitos da fixacdo com formaldeido mascarando os
antigenos sdao reversiveis através do processo de recuperagdo
antigénica, no qual envolve exposicdo dos cortes teciduais ao
aquecimento ou digestdo enzimatica proteolitica. Os resultados da

recuperacdo dependem da duragdo da fixagdo, do antigeno a ser
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exposto, do tipo e das condigdes do processo de recuperagdao
antigénica propriamente dito (Renshaw, 2007). Os métodos de
recuperacao antigénica otimizados neste estudo foram 4cido citrico em
microondas e digestdo enzimatica pela proteinase K. Embora as
laminas estarem revestidas com adesivo, as condi¢des severas de
aquecimento para recuperagcdo antigénica frequentemente causam
desprendimento dos cortes, sendo que tecidos fridveis como os da
mama sao mais predispostos a esse efeito (Renshaw, 2007). Em nossa
amostra tivemos alguns casos com desprendimento parciais dos
cortes, sendo analisados somente as areas € 0s casos viaveis.

H4é vérios tipos de métodos de andlise da expressao de
proteinas baseado em escore para determinar a extensdo ¢ a
intensidade da marcag¢do citados na literatura (Xia et al., 1999;
Wiseman et al., 2005; Nieto et al., 2007; Grivas et al., 2007; Magkou
et al., 2008). O escolhido foi baseado e adaptado a partir do método do
Herceptest (DAKO) e de marcagdo global descrito por Frogne et al.,
(2009). Esta opg¢ao foi devido a maior adequagao quanto as diferentes
estruturas celulares marcadas, termos utilizado os mesmos anticorpos
fosforilados, bem como o valor de corte aproximado de 10% que
facilitou a analise.

Em relacdo aos resultados obtidos, os perfis dos
pacientes do grupo QA foram similares aos de um estudo nosso no
qual a maioria da amostra era do género masculino, acima dos 40 anos
e leucodermas (Cavalcante et al., 2008).

A QA em relacao a faixa etaria também foi observada

em pessoas jovens entre os 20 e 30 anos (Girard et al., 1980), apesar
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da média de idade de nossos pacientes ser 57 anos. Sabe-se que
pacientes com idade mais avangada apresentam maior susceptibilidade
a desenvolver a lesdo ja que possuem uma diminui¢do do turnover
epidermal, menor resposta inflamatoria frente a radiagdo UV e fungdo
imune prejudicada (Pillai et al., 2005).

Deve-se enfatizar que apesar da QA e CE de labio
inferior afetarem na grande maioria pacientes leucodermas, os
pacientes melanodermas também podem se apresentar comprometidos
com ambas as lesdes como ocorreu em nosso estudo, mas logicamente
com uma menor incidéncia.

E relatada uma propor¢io de 10:1 de lesdes de QA
acometendo ldbio inferior comparativamente com labio superior
(Scheinberg, 1992). Nao possuimos esse dado de propor¢ao
relacionado a localizagdo, pois incluimos em nossa amostra somente
as lesoes localizadas no labio inferior devido a padronizagdo desta
localizacdo para o estudo comparativo tanto de QA quanto de CE. Ja
que os casos de CE em labio inferior e superior apresentam
recorréncia e prognostico distintos (Eisen; Lynch, 1998; Neville et al.,
1998), impossibilitando uma analise mais fidedigna.

O grau de atipia mais encontrado de QA neste estudo
foi do tipo leve (54%) e moderado (30%), com menos prevaléncia os
graves (8%) e sem atipia (8%). Em estudo anterior feito pelo nosso
grupo (Cavalcante et al.,, 2008), a atipia grave tinha sido mais
prevalente. Demonstrando que nao had um padrao no perfil dos
pacientes que procuram atendimento em nosso servico ou uma das

explicagdes para esta diferenca pode ser referente a subjetividade na



104

classificacio do grau de atipia no momento do diagnostico
histopatolégico.

H4 outras situagdes que podem influenciar na
classificacdo do nivel da atipia: a) falta de correspondéncia clinica e
histopatoldgica (Manganaro et al., 1997). Por exemplo, podemos
realizar a biopsia numa localidade mais expressiva clinicamente,
porém que pode ndo corresponder a darea de pior aspecto
histologicamente; b) o diagndstico da bidpsia incisional pode nao
corresponder com a da bidpsia excisional. Nico et al. (2007)
compararam os achados histopatologicos da biopsia incisional seguida
da vermelhectomia e houve 50% de coincidéncia, 40% revelaram
menos alteracdes histopatologicas na biopsia do que na
vermelhectomia e 10% ao contrario. A fim de se evitar uma
subestimacdo da gravidade da lesdo e instituigdo de um tratamento
inadequado, sugere-se realizar mais de uma biopsia incisional e nos
casos de vermelhectomia, o exame minucioso de todo o espécime
deve ser feito através de cortes seriados.

Outro tipo de classificagdo de atipia epitelial foi
proposto por Kujan et al., (2006) baseado nos mesmos critérios de
arquitetura e citologicos da classificagdo da OMS (2005), porém em
um sistema de gradacdo binario ao invés de multiplo. Este sistema ¢
em forma de categorias (baixo e alto risco) sendo defendido pelos
autores como de maior valor prognostico devido a sua sensibilidade e
especificidade, auxiliando o clinico nas decisdes terapéuticas das
displasias. Optamos pela obtengao dos dois tipos de classificacdes em

nosso estudo para fins comparativos com a literatura. Foi observado
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que todos os casos de QA sem atipia, atipia de grau leve e a maioria
dos casos de grau moderado se encaixavam na categoria de lesdes de
baixo risco e as de atipia grave nas lesdes de alto risco. Segundo os
autores acima, os casos classificados como de alto risco apresentariam
uma maior probabilidade de transformag¢dao maligna, incluindo os
casos classificados como graves e também os moderados. Ainda
concluem que esse sistema de graduacdo binario auxiliria os clinicos,
principalmente nas decisoes relativas aos casos de displasia moderada.

A probabilidade de transformagdo de QA para CE na
literatura ainda ¢ incerta. Ha relatos de valores acima de 10% dos
casos (Eisen; Lynch, 1998) e em torno de 16,9% (Marcopoulos et al.
2004). Em nossos casos com diagnostico apenas de QA e que sao
proservados ha aproximadamente dez anos, ndo houve evolugdo para
CE. O uso de FPS e acompanhamento efetivo mantem o quadro
clinico de QA inalterado. Esse procedimento ndo reverte as alteragdes
displésicas no epitélio, mas mantem o quadro estavel (Main; Pavone,
1994). Houve casos com diagnostico de QA que apresentavam CE
superficialmente invasivo. Condi¢cdo que nao caracteriza evolugao ja
que ndo conseguimos precisar o momento de transformacao maligna,
além do fato que estas lesdes podem ocorrer concomitantemente € nao
necessariamente ser uma evolucao da outra.

CE de labio inferior geralmente sdo bem diferenciados e
quando ocorre metéstase, ¢ tardiamente (Sapp et al., 1997). A amostra
estudada de CE em labio inferior foi de casos bem diferenciados
(44%) na grande maioria. Quanto a metastase e sobrevida ndo

pudemos trabalhar com essas informagdes, porque os individuos
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foram tratados em hospitais diversos, o que dificultou o acesso a esses
dados.

Em relacao a expressiao de HER-1 e HER-2 totais foi
previamente demonstrada superexpressao em CE de cabeca e pescogo
por alguns autores (Santini et al., 1991; Grandis; Tweardy, 1993; Shin
et al., 1994; Grandis et al., 1996; Wilkman et al., 1998; Hiraishi et al.,
2006). Kilpi et al. (1996) avaliaram casos de liquen plano oral que
evoluiram para alteragdes displéasicas e CE associado, displasia e CE
sem liquen plano. Tiveram como resultados que o HER-2 nao foi
expresso em tecidos de pacientes com liquen plano e evolugdo para
displasia, porém foi expresso na displasia e CE sem liquen plano e no
tecido normal. Rautava et al (2008) encontraram marcagdo na amostra
de displasia e CE oral. Esta marcag¢ao ocorreu no epitélio oral normal
e houve grande variacdo na expressao do HER-1, HER-2, HER-3 e
HER-4. Os autores afirmaram ainda que o HER-4 foi translocado para
o nucleo da célula e justificaram seus resultados a heterogenicidade
estrutural e genética destas lesoes.

Encontramos em nosso estudo uma maior marcagao
estatiscamente significante no grupo Controle localizado no
citoplasma do HER-1 e do pHER-1; no nucleo do pHER-1 ¢ do HER-
2 do que nos grupos QA e CE. Houve excecdo do pHER-2 na
membrana e no citoplasma. Uma hipdtese para esse achado pode ser
devido ao grupo ser composto por uma variedade de lesdes benignas
localizadas no vermelhao do 14bio, incluindo processos inflamatorios
e neoplasias benignas que podem também apresentar proliferacdo

aumentada. A explicagdo para a expressao variada das proteinas HER-
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1 e HER-2 fosforiladas nas lesdes estudadas pode ser devido a maior
ou menor exposi¢ao a radiacdo UV, ja que esta atua indiretamente na
ativacdo destas proteinas e ndo temos como precisar exatamente quais
dos pacientes teve ou nado maior exposicao a radiacdo na €época em que
foi realizada a bidpsia.

Em nossas andlises HER-1, pHER-1 e HER-2 foram
expressas na membrana, citoplasma e nucleo, sendo raras no nucleo
com o HER-1, esporadicas com o HER-2 e em maior ocorréncia com
o pHER-1. O pHER-2 ndo apresentou expressao localizada no nucleo
das células. A localizacao da familia HER descrita na literatura ¢ mais
relatada na membrana (Xia et al., 1999; Ibrahim et al., 1999; Bei et
al., 2001; Mrhalova et al., 2003; Ekberg et al., 2005) e citoplasma
(Xia et al., 1999; Ibrahim et al., 1999; Bei et al., 2001; Ekberg et al.,
2005). Segundo Xia et al. (1999), a significancia da marcagdo no
citoplasma ndo ¢ clara, porém acredita-se que seja uma marcagao
especifica. A localizacdo nuclear vem sendo observada com
explicagdes bioldgicas descritas a seguir. O HER-1 localizado no
nucleo ¢ associado com uma alta proliferagdo de tecidos. A
localizagdo nuclear atuaria como fator de transcrigdo ou coativador e,
consequentemente ativaria genes importantes no processo mitogénico.
Ainda nao estd totalmente claro de como o HER-1 poderia ser
translocado para o ntcleo, sendo uma hipotese sugerida através do
sistema de importagao nuclear convencional associado ao complexo
de poro nuclear (via Ran/Importin) (Lin et al.,, 2001). Outra
possibilidade ¢ de que a desregulagdo dos ligantes do HER-1 levaria o

receptor para o nucleo mediado pela SFK. Outra funcao descrita para
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o HER-1 localizado no nucleo seria de atuar na fosforilacao do PCNA
na tirosina 211 (Li et al., 2009). Xia et al. (1997) afirmaram que o
HER-1 e o HER-2 poderiam atuar ndo somente como receptores
associados a membrana, mas também capazes de realizar outras
fungdes ainda desconhecidas dentro e até mesmo fora da célula.

Grivas et al. (2007) ao utilizarem os anticorpos HER-3
e pHER-3 (Tyrl289) em seu estudo, encontraram marcagdo
citoplasmatica e nuclear, ocorrendo a marcagdo nuclear na mucosa
normal adjacente, adenomas e carcinomas coloretais. A explicacdo
dada pelos autores a esta variada marcagdo da célula seria devido aos
diferentes papéis do HER-3 em diferentes tecidos e estagios entre o
normal e a neoplasia. Nao houve correlacdo entre a expressdo de
HER-3 e pHER-3, sugerindo que a fosforilagdo do HER-3 pode ser
independente dos niveis de HER-3 total tanto no ntcleo quanto no
citoplasma. Nesse estudo a correlagdao entre a expressao das proteinas
HER-1 e HER-2 totais e fosforiladas apresentaram coeficientes de
correlagdo nao nulos. Embora os valores tenham demonstrado uma
correlacdo fraca na maioria dos resultados, com exce¢cdo do HER-2 e
pHER-1 no grupo Controle.

Utilizamos os mesmos anticorpos que Frogne et al.
(2009) em sua analise de cancer de mama. Esta pesquisa evidenciou
expressao de pHER-1 (Tyrl173) na membrana, de pHER-2
(1221/1222) na membrana e citoplasma e de pHER-3 (Tyr1289) na
membrana, citoplasma e nucleo. 10% dos casos apresentavam
marcag¢ao nuclear substancial. Entre todos os casos que esses autores

estudaram 61% ndo apresentavam expressao de HER-2, porém
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apresentavam positividade para pHER-2. Destes 82% dos casos
tiveram forte expressdo de pHER-2 e concomitante expressao de
pHER-1 e pHER-3. Esses dados dao suporte de que o HER-2 possa
ser ativado via dimerizacdo com um outro membro da familia HER e
que pHER-2 foi um marcador de pobre prognostico independente do
HER-2.

Nieto et al., (2007) mostraram falta de correlagdo em
cancer de mama avancado entre HER-1 ¢ pHER-1 (Tyr 1086).
Magkou et al. (2008) também encontraram maior positividade de
pHER-1 (Tyr1173) (35,7%) do que HER-1 (11,3%) na membrana de
células tumorais de carcinoma de mama invasivo. Sendo atribuido
maior positividade para os casos pHER-1 do que para HER-1 devido
ao processo de diminuicdo de HER-1. Uma vez ativado, o HER-1
internaliza, diminuindo a ligacdo da membrana do HER-1 ndo ativado
(Waterman; Yarden, 2001). Além disso, ainda ha os casos de mutagao
que faz com que o receptor fosforile ativamente as tirosinas (Kutchai,
2004), podendo assim ocorrer maior expressdo dos receptores
fosforilados do que dos totais. Nesta pesquisa encontramos poucos
casos com discrepancia entre a expressdo negativa da proteina total e
positiva da fosforilada. Pode ocorrer expressao positiva da proteina
total e negativa da proteina fosforilada. Verificamos mais casos com
esse ultimo perfil, retratando uma real situagdo de presenca de
proteinas totais, entretanto ndo da forma ativada. Thor et al. (2000)
consideram que 1isso pode ocorrer também pela falta de
reconhecimento das outras formas ativadas do receptor, decorrente da

utilizacdo de um anticorpo especifico que se liga a um Unico sitio
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(Tyr1173). Em razdo disso pode ocorrer restrigdo quanto aos
resultados, ja que ndo engloba todos os sitios.

Um estudo de cancer de mama no qual foi avaliado
imunoistoquimicamente a expressao de HER-2 e a forma ativa
referente ao sitio Tyr 1248, os investigadores observaram que os casos
com baixa expressio de HER-2 e pHER-2 negativos tiveram
caracteristicas e resultados biologicos similares aos casos HER-2
negativos. Ja aqueles com superexpressao de HER-2 ou positividade
de pHER-2 foram associados a um pior prognostico € mais fatores
bioldgicos adversos. Logo, consideraram que a positividade do pHER-
2 poderia substituir a superexpressdao do HER-2 (Thor et al., 2000).
Este estudo demonstrou que a falta de dados referentes a evolucao dos
casos de CE, a ocorréncia de metastase e a informacao da sobrevida
dos pacientes dificultou a avaliacio do valor prognostico dos
receptores na forma inativa ou ativa.

A localizacdo nas camadas celulares para a familia HER
parece ndo apresentar um padrao. Shin et al. (1994) observaram
variagdo da localizagdo nas camadas de acordo com a area do CE de
cabeca e pescogo. O HER-1 encontrava-se na camada basal no epitélio
normal, enquanto no epitélio normal adjacente ao CE estendia-se para
camadas parabasais e expandiu-se gradualmente da camada basal para
todas as camadas, inclusive as superficiais nas hiperplasias, displasias
e CE. Wilkman et al. (1998) relataram uma forte imunomarcag¢do com
o HER-2 nas camadas basais e em areas de invasdo. Bei et al. (2001)
verificaram expressao do HER-1 individualmente nas camadas basal e

intermedidria no CE oral. Co-expressdo do HER-1 com HER-4 foi
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confinado na camada basal, enquanto co-expressio de 3 ou 4
receptores da familia HER ocorreram apenas na camada intermediaria.
Em nossa amostra o HER-1 foi encontrado em todos os grupos de
forma mais intensa na camada basal do que nas outras camadas. As
outras proteinas foram expressas em todas as camadas epiteliais.
Insucesso quanto aos resultados da utiliza¢do de drogas
inibidoras baseadas especificamente em um membro da familia HER
existem, porque nem todos os pacientes respondem ao tratamento
(Colbleigh et al., 1999). Uma das possiveis causas de resultados
parciais com estas drogas pode ser devido a heterodimerizagdao dos
receptores (Olayioye et al., 2000), bem como abundante interacao com
outras moléculas da cascata de sinalizagdo tanto intra quanto
extracelularmente (Rogers et al., 2005). Faz-se necessarios maiores
estudos envolvendo os membros da familia HER, principalmente os
fosforilados a fim de se verificar a co-expressao em diferentes
neoplasias auxiliando na resolucao da resisténcia as drogas inibidoras.
De acordo com nossos resultados, ainda ndo podemos
considerar o HER-1 e HER-2 totais e fosforilados como marcadores
de diagnostico, transformagdo ou progressdo € de prognostico em
lesdes de QA e CE. Isso porque obtivemos expressdes variadas, sem
seguir uma tendéncia esperada de diminui¢do ou aumento da
expressao nos grupos a partir do grupo Controle. Mais pesquisas
precisam ser realizadas com essas proteinas para se ter um melhor

entendimento do papel das mesmas nestas lesoes.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e achados

desta pesquisa, pode-se concluir que:

e A maior expressao das proteinas HER-1 e HER-2, na forma
total ou fosforilada, no grupo Controle pode ser devido a
variedade de lesOes benignas que compdem este grupo e que

podem apresentar proliferacdo aumentada;

e As proteinas HER-1 ¢ HER-2, na forma total ou fosforilada,
localizadas no ntcleo devem possuir outras fungdes além de
iniciadores de cascatas intracelulares, possivelmente como
fatores de transcricdo e/ou estabilizadores/formadores de
complexos nucleares contendo os mesmos para potencializar a

transcri¢ao;

e As fosforilacdes dos receptores HER-1 e HER-2 desencadeando
a via das MAPK podem ser independentes dos niveis totais das
proteinas nos grupos Controle, QA e CE labial, ja que a
fosforilagdo pode estar aumentada indiretamente devido a

radiacdo UV de uma forma independente de ligantes;
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e As proteinas HER-1 ¢ HER-2 podem atuar como parceiros na

formagao de heterodimeros nas lesoes estudadas.
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APENDICE A -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Caro(a) senhor(a)

Eu, Marcia Hatakeyama, aluna da pds-graduacdo, portadora do

CPF , RG , CRO/SP ___, juntamente com sua orientadora,

Prof®. Adj. Ana Sueli R. Cavalcante, estabelecida na Avenida Eng.
Francisco José Longo, 777 — CEP: 12245-000, na cidade de S&o José
dos Campos, cujo telefone de contato é (12)3947-9079, iremos
desenvolver uma pesquisa cujo titulo é ~~ EXPRESSAO DE HER-1 E
HER-2 EM QUEILITE ACTINICA E CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS EM LABIO INFERIOR™.

O objetivo deste estudo é analisar o dano causado pela radiacao
ultravioleta no labio inferior dos individuos portadores de queilite
actinica (uma doenca pré-maligna) e carcinoma de células escamosas
(uma doenca maligna) através de exame microscopio. Para isso, sera
utilizado o material da bidpsia (remoc¢do de um pequeno fragmento do

labio sob anestesia local) realizada para confirmar o diagnéstico da
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doenca. Necessito assim que o Sr.(a) permita a utilizacdo do material de
documentacdo (ficha clinica, bidpsia e fotografia) para fazerem parte da
pesquisa.

Informamos ainda que o Sr.(a) tem a garantia de acesso, em
qualquer etapa do estudo, sobre qualquer esclarecimento de eventuais
dividas e sobre o andamento do trabalho, do Departamento de
Biociéncias e Diagnéstico Bucal da Faculdade de Odontologia da
UNESP - CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS.

Se tiver alguma consideracdo ou dudvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contacto com o Comité de Etica (CEP) da Faculdade
de Odontologia de Sdo José dos Campos-UNESP, situada na Av. Eng°
Francisco José Longo, 777 — CEP 12245000, em S&o José dos Campos-
SP, fone 012-3947-9076, e-mail suely@fosjc.unesp.br e comunique-se
com a Coordenadora Profa.Dra. SUELY CARVALHO MUTTI
NARESSI. Informo que serd garantida a liberdade da retirada do
consentimento a qualquer momento e assim deixar de participar do
estudo. Também ndo havera custo nem pagamento pela Colaboracéo.

Nos comprometemos a utilizar os dados coletados somente para a
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pesquisa e os resultados serdo veiculados por meio de artigos cientificos
em revistas especializadas e/ou encontros cientificos e congressos, sem

sua identificacao.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Acredito ter sido esclarecido(a) a respeito das informacg0es que
leram para mim, descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em
participar sabendo quais os propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes, e que minha participacdo ndo implicard em nenhuma
despesa. Concordo em participar voluntariamente deste estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidade, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

possa ter adquirido.

NOME/RESPONSAVEL

RG CPF

Endereco completo:
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APENDICE B
Tabela 2- Distribuicéo relativa (%) dos niveis de expressao de HER-1,
pHER-1, HER-2 e pHER-2 nos grupos Controle, QA e CE de acordo
com as estruturas celulares (continua)
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(continua)
HER-1 Grupos
Membrana Controle QA CE Total
(n=14) (n=50) (n=50) (n=114)
0 0 6 12 8
1 7 22 10 15
Escores 2 50 50 34 43
3 43 22 44 34
Citoplasma
0 0 10 14 11
1 14 36 24 28
Escores 2 64,5 54 34 46
3 21,5 0 28 15
Nucleo
0 100 100 98 99
Escores
2 0 0 2 1
Total 100 100 100 100
pHER-1
Membrana
0 71,5 78 64 71
1 21,5 18 26 22
Escores
2 7 4 10 7
Citoplasma
0 64 100 94 93
Escores 1 29 0 2 4
2 7 0 4 3
Nucleo
Escores 0 36 62 54 55
1 21 30 22 25,5
2 29 8 18 15
3 14 0 6 4,5
Total 100 100 100 100
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Tabela 2- Distribuicéo relativa (%) dos niveis de expressao de HER-1,
pHER-1, HER-2 e pHER-2 nos grupos Controle, QA e CE de acordo
com as estruturas celulares (concluséao)

(concluséo)

HER-2 Grupos
Membrana iy (350 (n=50) (-114)
0 57 76 70 71
1 0 4 4 4
Escores 2 14 10 14 12
3 29 10 12 13
Citoplasma
0 0 0 4 2
1 0 8 8 7
Escores 2 21 32 38 33
3 79 60 50 58
Nicleo
Escores 0 71 100 98 96
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 29 0 2 4
Total 100 100 100 100
pHER-2
Membrana
0 71,5 96 60 7
1 7 4 6 5
Escores 2 215 0 22 12
3 0 0 12 5
Citoplasma
0 71,5 2 2 11
1 7 28 16 20
Escores 2 145 50 54 a7
3 7 20 28 22
Total 100 100 100 100
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APENDICE C
Tabela 6 — Valores de mediana, Q1 e Q3 de HER-1 e HER-2 totais e fosforilados de acordo com a estrutura
celular nos grupos Controle, QA e CE

Q1 Mediana Q3

Controle ‘ QA CE Controle QA CE Controle QA CE

Membrana 2,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0 3,0 2,0 3,0

HER-1 Citoplasma 2,0 1,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,25 2,0 3,0
Nucleo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Membrana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0

pHER-1 Citoplasma 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0
NdGcleo 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 2,0 1,0 1,25

Membrana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 0, 25 2,0

HER-2 Citoplasma 2,75 2,0 2,0 3,0 3,0 2,5 3,0 3,0 3,0
Ntcleo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0

Membrana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,25 0,0 2,0

pHER-2

Citoplasma 0,0 1,0 2,0 0,0 2,0 2,0 1,25 2,0 3,0
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Tabela 7 - Resultado do teste de Kruskal-Wallis (p-valor) em relacdo aos
niveis de expressdo de HER-1 e HER-2 totais e fosforilados de acordo com
a localizacdo na membrana, citoplasma e nacleo entre os grupos Controle,

QAeCE
Membrana Citoplasma Nucleo
HER-1 0,092 0,020 1
pHER-1 0,276 <0,001 0,045
HER-2 0,274 0,113 0,001
pHER-2 <0,001 <0,001

Tabela 8 - Resultado do teste de Mann-Whitney (p-valor) em relacdo aos
niveis de expressdo de HER-1 e HER-2 totais e fosforilados de acordo com
a localizacdo na membrana, citoplasma e nucleo entre pares de grupos

Membrana

Citoplasma

Nicleo

Controle

QA | CE | Controle

QA

CE | Controle

QA

CE

QA

0,004

HER-1 CE

0,378

0,063

QA

<0,001

0,013

PHER-L (==

0,010

0,242

0,171

0,176

QA
HER-2

0,002

CE

0,007

QA

0,005

<0,001

PHER-2 |-~

0,327

<0,001 <0,001

0,176
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APENDICE E
Tabela 9 — Resultado da correlacdo de Spearman (p-valor) entre HER-1 e HER-2 totais e fosforilados nos grupos
Controle, QA e CE

Grupos
Controle QA CE
Membrana
HER-1 HER-2 pHER-1 HER-1 HER-2 pHER-1 HER-1 HER-2 pPHER-1

Coef. de correlagéo 0,285 0,038 0,345
HER-2 - Nalor de p 0,324 0,796 0,014

Coef. de correlacéo -0,333 0,125 0,112 -0,172 0,431 0,318
PHER-1 Valor de p 0,244 0,671 0,440 0,232 0,002 0,025

Coef. de correlagéo 0,170 -0,150 -,051 -0,306 -0,113 0,128 0,090 0,231 0,236
PHER-2 Valor de p 0,560 0,610 ,863 0,031 0,433 0,377 0,536 0,107 0,098

Citoplasma

Coef. de correlacéo 0,355 0,397 0,321
HER-2 Valor de p 0,213 0,004 0,023

Coef. de correlagéo -0,325 0,383 - - -0,044 -0,039
PHER-L  Naiorde p 0,257 | 0,176 - ; 0,760 | 0,788

Coef. de correlacéo -0,340 -0,054 ,201 0,036 -0,176 - 0,271 -0,014 0,214
PHER-2 Valor de p 0,234 0,854 ,492 0,805 0,221 - 0,057 0,922 0,136

Nucleo

Coef. de correlacéo - - -0,020
HER-2  alor de p - - 0,888

Coef. de correlagdo - 0,735 - - 0,082 0,256
PHER-1 Naior de p - 0,003 - - 0,573 0,073
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

AV
unes vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
p CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS

Av. Eng. Francisco José Longo, 777 - Jd. SioDimss FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CEP 12201970 — F. (12) 3947-9028
Fax (12) 39479010 / sucly@fosjc.unesp.br

| CERTIFICADO
| Comite de Etica em Pesquisa-Local

CERTIFICAMOS, que o protocolo n° 06/2007-PH/CEP, sobre
“Expressao de Her-1 e Her-2 em queilite actinica e carcinoma de
células escamosas de labio inferior’, sob a responsabilidade de
MARCIA HATAKEYAMA, esta de acordo com os Principios Eticos,
seguindo diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa, envolvendo
seres humanos,conforme Resolucdo n® 196/96 do Conselho Nacional de
Saude e foi aprovado por este Comité de Etica em Pesquisa.

Sao José dos Campos, 13 de fevereiro de 2007

Profa. Drd. Suely Carvalho Mutti Naressi
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-Local
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ANEXO B - Parecer de alteracédo do Titulo da pesquisa

2%, v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
X4 CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS
unesp FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Av. Fng. Francisco José Longe, 777 — Sio Dimas - CEP 12201-970 — F. (12) 3947-9000 - FAX (12) 3947-9028 -

Comité de Etica em Pesquisa
Com Seres Humanos

| Sao José dos Carﬁpos. 28 de setembro de 2009

Oficio n° 066/09-CEP

Prezado(a) Sr.(a) | MARCIA HATAKEYAMA

Projeto EXPRESSAO DE HER-1 E HER-2 EM QUEILITE ACTINICA E

CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE LABIO
INFERIOR

PARECER

Por solicitagéo da Pesquisadora, foi alterado o titulo do Projeto acima mencionado,
passando a denominar-se "EXPRESSAO DE HER-1 E HER-2 TOTAIS E
FOSFORILADOS EM QUEILITE ACTINICA E CARCINOMA EPIDERMOIDE DE

LABIO INFERIOR”. Convalidando dessa forma o Protocolo n® 06/2007-PH/CEP de
13/02/2007.

Atenciosamente,

8 /Q’\AA'C&-/:-
Profa. Adjunto/JANETE DIAS ALMEIDA
Coordenadora
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Hatakeyama M. Expression of total and phosphorylated HER-1, HER-2 in
actinic cheilitis and epidermoid carcinoma of lower lip [thesis]. S&o José
dos Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos,UNESP — Univ
Estadual Paulista; 2010.

ABSTRACT

Actinic cheilitis (AC) is a multifocal lesion that occurs in lip vermillion
with potential of malignant transformation to epidermoid carcinoma (EC).
Epidermal growth factor receptor (EGFR) is a member of tyrosine kinase
family, involved in transformation and progression of malignant tumour.
The aim of this study was to analyse the expression of total and
phosphorylated HER-1 and HER-2 and correlate expression of these
proteins with lesions of AC and CE in lower lip by immunohistochemistry.
It was a study of 50 cases of AC, 50 of EC and 14 of Control. Proteins
expressions were based on a score. Obtained datas were analysed by
Kruskal-Wallis test and post-hoc analysis with Mann-Whitney test with
Bonferroni correction and, Spearman correlation. The level of significance
was 5%. The analysis of the comparison was statistically significant in
membrane of pHER-2, group Control x AC and AC x EC; in cytoplasma of
HER-1, Control x AC, pHER-1,Control x AC and Control x EC, pHER-2,
Control x AC and Control x EC; in nucleus of pHER-1, Control x AC,
HER-2, Control x AC and Control x EC (p<0,05). The study of the
correlation was statistically significant in membrane of HER-1 x pHER-2
expression in AC, HER-1 x HER-2, HER-1 x pHER-1and HER-2 x pHER-1
in EC; in cytoplasma, HER-1 x HER-2 in AC, HER-1 x HER-2 in EC; in
nucleus, HER-2 x pHER-1 in Control (p<0,05). Our findings suggested that
a higher expression in Control group could be due to a composition of this
group by a variety of benign lesions that could present increased
proliferation. Nuclear localization could be related not only with the action
of intracellular cascade beginners, but also to action as transcription
factors. Phosphorylation of HER-1 and HER-2 by MAPK pathway can be
independent of total level of proteins in AC and EC lip lesions, because
phosphorylation might be increased indirectly by UV radiation in a ligand
independent way.

Key-words: HER. Immunohistochemistry. Cheilitis. Carcinoma. Lip.
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