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Carcinoma de nasofaringe: analise da
importancia prognoéstica da imunoexpressao
da galectina-3 e proteinas de matriz

Nasopharynx Carcinoma: Analyse of the prognostic
importance of the immunoexpression of galactin-3

and matrix proteins

RESUMO

Objetivo: Estudar a expressédo da Galectina-3 e a distribuicao
das proteinas de matriz, laminina, fibronectina e colageno |V,
em 30 amostras teciduais de carcinoma de nasofaringe (CNF)
e correlacionar com as caracteristicas clinicopatologicas,
agressividade tumoral e sobrevida dos individuos. Forma de
estudo: clinico retrospectivo. Material: Foram estudadas por
método imunohistoquimico a expressao das proteinas de matriz
e a galectina-3 de 30 amostras teciduais de 26 pacientes com
diagnéstico de Carcinoma de Nasofaringe. Resultados: A andlise
mostrou que amedia etaria foide 48 anos, com o picode prevaléncia
entre 60 a 69 anos, e predominancia do sexo masculino de 2:1. O
Carcinoma Escamoso Néo Ceratinizante Indiferenciado foi mais
comum em 23 amostras (76,7%), o Carcinoma Escamoso N&o
Ceratinizante Diferenciado em 4 amostras (13.3%) e Carcinoma
Escamoso Ceratinizante em 3 amostras (10,0%). A expressao
da laminina que normalmente é restrita a parede dos vasos e na
lamina propria, estava muito aumentada na matriz das células
neoplasicas em 23 amostras (76,7%); a fibronectina foi positiva
em 13 amostras (43%) e a galectina-3 foi positiva em 21 amostras
(70%). Tivemos correlagéo positiva da laminina, fibronectina e
galectina-3 em 7 amostras (23,3%) e entre laminina e galectina-3
em 11amostras (36,6%). Conclusdo: A expressao positiva da
Galectina-3 e da laminina ndo mostrou correlagéo significativa
quanto a agressividade tumoral e a sobrevida dos pacientes,
enquanto a expressao da fibronectina esta associada a menor
taxas de recidiva tumoral.
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SUMMARY

Objectives: Analyse the expression of galectin-3 and distribution
of matrix proteins, laminin, fibronectin and collagen IV, in 30
paraffinated samples of nasopharynx carcinoma (NFC); and
correlate the to clinicopathological characteristics, as tumor
aggressiveness and survival of individuals. Study design:
retrospective clinical study. Methods: The analyses were
performed by immunohistochemistry study the expression of the
matrix protein and galectin-3 in 30 tissue samples of 26 patients
diagnosed with nasopharyngeal carcinoma. Results: The
analysis showed that the patients mean age was 48 years-old,
with the age peak prevalence was from 60 to 69 years-old, with
male predominance of 2:1. The undifferentiated non-keratinized
squamous cell carcinoma was predominant in 23 samples (79%),
differentiated non-keratinized squamous cell carcinoma was found
in 4 samples (13.3%) and keratinized squamous cell carcinoma
was found in 3 samples (10%). The laminin expression, which is
normally restricted to the vessel walls and lamina propria, was
increased in the neoplasic cell matrix in 23 samples (76.7%).
Fibronectin was positive in 23 samples (43%). Galectin-3 was
observed in 21 samples (70%). Seven cases showed positive
correlation between all three proteins. Eleven cases presented
positive correlation of laminin and galectin-3 immunoexpression.
Conclusions: Fibronectin presence seems to reduce the chance of
tumor recurrence and also, increase the survival rate, differently
from laminin and galectin-3.

Keywords: Nasopharyngeal Neoplasms; Galectin 3; Fibronectins;
Laminin.

INTRODUCAO uma distribuicdo geografica e racial distinta e uma etio-
logia multi-fatorial?3. E raro nos EUA e em europeus de

O Carcinoma de Nasofaringe (CNF) é uma neoplasia  origem caucasiana*®. Nos EUA a incidéncia é de 01 a
epitelial maligna, com evidéncias, a microscopia épticae 07 casos para 100.000 individuos, com distribuicdo por

eletrénica, de diferenciagdo escamosa'. O CNF possui  sexo de 2.4:1 em relagdo sexo masculino e feminino. En-
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tretanto, em paises asiaticos como China, Tailandia, Fili-
pinas, Vietnan e outros paises da Africa do Norte (Argé-
lia e Marrocos), Canada e Alaska a incidéncia ¢ alta, de
cerca de 150 a 500 casos por 01 milhdo de habitantes/
ano®”8 Em alguns lugares ha maior incidéncia, como em
Hong Kong, onde 01 a cada 40 homens desenvolvem
CNF antes dos 75 anos de idade’. Outros autores no-
taram que o pico de maior incidéncia ocorre apos os 30
anos, sendo maior entre os 40-60 anos, e com declinio
apos esta idade?.

O CNF é classificado, segundo OMS, nos sub-tipos:
Carcinoma Escamoso Ceratinizante (CEC), Carcinoma
Escamoso Né&o Ceratinizante Indiferenciado (CENCI),
Carcinoma Escamoso N&o Ceratinizante Diferenciado
(CENCD) e o sub tipo Basaloide que perfaz menos de
0,2% dos casos. O sub-tipo mais comum €& o Carcinoma
Escamoso Nao Ceratinizante Indiferenciado, que perfaz
cerca de 9,2% dos casos’®. Uma das principais caracte-
risticas clinicas do CCECP, inclusive o CNF, é a sua ca-
pacidade de invadir tecidos adjacentes e dar metastases
locorregionais. Invasédo de células cancerosas, metas-
tases e angiogéneses é um processo complexo envol-
vendo a cooperagao de inumeras enzimas proteoliticas
secretadas pelo tumor ou pelas células do hospedeiro
€ cujos substratos incluem componentes extracelulares
da matriz®. Evidéncias sugerem que essas “metalopro-
teinases matrix (MMPs)” e seus inibidores fisioldgicos
tissulares (TIMPs) podem ter um importante papel na
progressado dos CCECP",

As MMPs sdao uma familia de endopeptases, de-
pendentes do zinco e calcio extracelulares, com agao
enzimatica contra quase todos os componentes protéi-
cos da matriz extracelular. Baseando-se nas proprie-
dades e estruturas protéicas e substratos especificos,
as MMPs podem ser divididas em 4 subclasses®. A pri-
meira subclasse, com tipos I, Il e lll de colageno fibri-
lar, € composta de MMP1 (colageno intersticial), MMP-
13 (colagenase-3) e MMP-18 (colageno neutrofileco).
A segunda subclasse, lisinas estromaticas, incluem 4
membros: MMP-7 (Matrilysin) contendo um pequeno
numero de propriedades, como de atividades cataliti-
cas, MMP-3 (Stromelysin-1) MMP-10 (Stromelysin-2),
e MMP-11 (Stromelysin-3), que contém propriedades
adicionais carboxilicas. Estas lisinas tém uma grande
especificidade no substrato e sdo capazes de degra-
dar muitos componentes extracelulares como as lami-
ninas, fibronectinas e proteoglicinas'?. Matrix metallo-
proteinase 2 (gelatinase-A) e MMP-9 (gelatinase-B)
sao agrupadas em uma classe separada baseada na
presenca de propriedades semelhantes a fibronecti-
na. Galectinas sdo capazes de clivar tanto as formas
desnaturadas de colagenos como do colageno tipo IV
encontrados na membrana basal. Matrix metallopro-
teinase 2 e MMP9 também contém receptores para
gelatinases. O ultimo grupo de MMPs contém recepto-
res de membranas (MT-MMPs), os quais sdo compos-
tos de MMP-14 (MT1-MMP), MMP-15 (MT2-MMPs),
MMP-16 (MT3-MMP), MMP-17 (MT4-MMP) e MMP-24

(MT5-MMP). Essas MMPs tem como propriedades cli-
nica processar a sequéncia hidrofébica no C-terminal,
o qual permite a insergao de proteinas dentro da mem-
brana celular.

A galectina-3 previamente descrita como proteina de
ligacdo IgE, CBP35, Mac-8,L-29, L3 1, L-34. Na ligagéo
com a B-galactoside, une-se a porgao de carboidratos
das glicoproteinas e ou de glicolipidios da superficie ce-
lular. A galectina-3 nao esta presente no microdominio
transmembrana, mas sim na superficie celular e nos
componentes extracelulares em 3 dominios: NH2-termi-
nal, COOH-terminal e em uma sequencia de colageno
que é rica em glicina, prolina e tirosina.

Estudos recentes mostraram que as galectinas-3 e
as proteinas de matriz sdo expressas largamente em cé-
lulas normais e neoplasicas, e regulam o crescimento
celular, a adeséo celular, a diferenciacao e morte celular.
Esta bem demonstrado que a expresséo da galectina-3
correlaciona-se com a transformagéo neoplasica em al-
guns tipos de células e com o potencial metastatico™.

Outra proteina de matriz, a laminina é a principal gli-
coproteina da membrana basal e regula varias fungdes
celulares por meio de suas ligacbes com integrinas e
nao-integrinas lamininas ligadas a proteinas, galectina-3
e outras laminina n&o integrinas ligada a proteinas. Elas
estdo presentes na superficie celular e faltam na modu-
lacdo da adesao das células de canceres como melano-
ma'2.

Wu et al.,, em 2006, observaram que a fibronecti-
na, uma das principais proteinas de matriz, estava em
quantidade aumentada no sangue periférico de animais
com CNF induzidos experimentalmente. Ja as galecti-
nas, que sao proteinas intra e extra celulares, estariam
envolvidas nos processos de diferenciagao, proliferagédo
e migragao celular. Para autores, como Keryer-Bibbens
et al., em 2006, a galectina-9 em casos de CNF, modu-
laria a resposta dos linfécitos T induzindo a maior eficién-
cia dainfecgéo pelo EBV localizado nas células epiteliais
tumorais.

Instigante para a ciéncia é a transferéncia desses co-
nhecimentos biomoleculares para a pratica clinica. Atu-
almente a classificagdo TNM para neoplasias de cabeca
e pescogo, embora muito util, ndo é mais suficiente para
estabelecer melhores progndsticos clinicos. Por isso, o
estudo de marcadores genéticos moleculares é relevan-
te no sentido de melhorar e complementar a classifica-
¢do TNM de estadio tumoral®®,

Assim, o objetivo de nossa pesquisa € correlacionar
se a expressao da galectina-3 e outras proteinas de ma-
triz poderiam ter valor para o prognéstico em individuos
com Carcinoma de Nasofaringe.

METODO

Caracterizagdo da amostra:

Foram selecionadas 30 laminas e blocos parafi-
nados, do periodo de 1990 a 2008, arquivados no De-
partamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
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Botucatu-UNESP, Sao Paulo, Brasil, cujos laudos ana-
tomopatolégico foram de Carcinoma de Nasofaringe.
As laminas foram revisadas por um Unico patologista e
reclassificadas segundo Classificacdo da WHO-2005.
Todos os casos incluidos eram pré-tratamento e as bi-
Opsias analisadas correspondiam a do diagndstico inicial
(Apéndice 1) .

Estudo Imunohistoquimico:

Foram estudadas por método imunohistoquimico as
proteinas de matriz (laminina, fibronectina o colageno
IV) e a galectina-3 em 30 amostras teciduais de 26 pa-
cientes com diagnostico de Carcinoma de Nasofaringe
(CNF) (Apéndice 2).

A reacdo de imunohistoquimica foi realizada pelo
método de Avidina Biotina Peroxidase'” utilizando-se an-
ticorpos anti-laminina (monoclonal-DAKO clone M7262),
anti-fibronectina beta (policlonal-DAKO clone A0245),
anti-colageno IV (monoclonal-DAKO clone MO785), an-
ti-galectina-3 (monoclonal-RDI clone 9C4), em laminas

separadas e devidamente marcadas, na concentragao
de 1:800, 1:50, 1:50, 1:50 diluidos em tampé&o especifico
(DAKO-S3022). Areativagao antigénica foi realizada pelo
calor, utilizando-se forno de microondas (SHARP 900 W)
em tampéo citrato pH 6.00/0,01mM (MERCK,1.00244)
por 15 minutos.

As laminas foram incubadas por 18 horas em cama-
ra Umida a 8°C. Utilizou-se o anticorpo secundario asso-
ciado ao KIT-EnVision (DAKO K4003 e 4001), com tem-
po de incubacao de 30 minutos a temperatura ambiente.
A reacgéo foi revelada pelo cromdgeno e pelo substrato
3,3-diaminobenzidina (KIT DAKO-K3468) e contra cora-
da com hematoxilina de Mayer (MERCK 1.09249).

As laminas foram lidas em microscopia Ooptica,
considerando-se a positividade e negatividade de cada
marcador bem como sua distribuigdo, comparando ao
tecido controle. A positividade foi dividida em graus semi-
quantitativos, conforme a intensidade da imunoexpres-
sdo: grau | intensidade fraca, grau Il moderada e grau
Il forte. A distribuicdo foi descrita como estromal e/ou

Apéndice 1.
RG sexo | idade | natural. profissdo | tamanho | Linfonodo | tratamento | Recidiva | sobrevida | bidpsia histologia
223339 M 59 Tejupa lavrador T1N2MO | Direita Rxt,exclus | negativo | mais de 8 | 5044/90 CENCI
50797-0 M 50 Botucatu secretario | T3NOMO | Ausente | Qxt+Rxt negativo | mais de 7 | 5682/01 CENCD
4441745 |F 67 Bebedouro 4518/02 trat.fora | CENCI
369143 F 50 Peru professora | TAN3MO | Direita Qxt+Rxt negativo | mais de 5 | 1757/03 CENCI
412493 F 15 Pernamb. T3N3MO | Bilateral Qxt+Rxt negativo | 03anos 8266/06 CENCI
525804 M 51 Avaré vendedor | TAN1MO | Esquerda | Qxt+Rxt positivo | 02anos? | 2481/07 CENCI
318131 M 37 Botucatu lavrador T4N1MO | Esquerda | Qxt+Rxt menos 5 | 3886/08 CENCI
260088 F 77 513/99 CENCI
2514010 |M 64 VigoSpain | com/edit | T2NOMO | Ausente | Qxt+Rxt negativo | mais de 7 | 1139/99 CENCI
415299-9 | M 59 Itapetinin. | ferroviario | TAN3MO | Bilateral Rxt obito 03mes.? | 302/02 CENCI
353179-1 | M 66 Areidpolis TxN3MO | Esquerda | Rxt(Jau) | obito 01ano 2186/03 CENCI
3813541 |M 37 Goio-Ere | lavrador T2N2MO | Bilateral | Qxt+Rxt negativo | mais de 9 | 988/99 CENCI
2389746 |M 67 Botucatu acougueir | TIN3MO | Esquerda | Qxt+Rxt 2635/99 CENCI
S/IRG F 60 7119/02 CEC
453883-8 |M |54 | Santos engenheir | T2N2Mo | Bilateral | Qxt+Rxt | positivo | O4anos | 9134/02 :if)frata' CENCI
32321-7 F 52 Botucatu do lar TxN2MO | Bilateral Qxt+Rxt positivo | mais de 4 | 3920/03 CENCI
469684-0 |M 14 Paraiba T4N2MO | Ausente | Qxt+Rxt negativo | mais de 5 | 9819/03 CENCI
453883-8 |M |54 | Santos engenheir | T2N2MO | Bilateral | Qxt+Rxt | positivo | O4anos | 546/04 f‘)gﬁia CENCI
248895-7 |M 74 Sao Manu | pedreiro T4NOMO | Direita Qxt+Rxt positivo | 02 anos | 10049/04 ' CENCI
322457 M 35 Sao Manu | lavrador T3N3MO | Direita Qxt+Rxt obito 01@8 3125/05 CENCI
525804 M 51 Avaré vendedor | T2N2MO | Esquerda | Qxt+Rxt positivo | 03 anos | 6288/06 CENCD
106989-6 | F 64 Lucianép |do lar T2NOMo | Esquerda | Qxt+Rxt obito 012 10506/07 CENCI
570710 M 29 T3N1MO positivo | menos 5 | 8729/08 CENCI
32321-7 F 52 Botucatu do lar TxN2MO | Bilateral Qxt+Rxt positivo | mais de 4 | 8497/07 CENCI
196356 F 60 Laranjal P | do lar T4N3MO | Direita 3585/08 CEC
557953 |M |9 e8| menos 5 | 1821/08 CENCI
19303-8 |M |17 |Botucatu |pedreiro | T2N2MO | Esquerda | Rxt tir\‘/iga' mais 20a | 35/80 fé‘;go CENCI
392016-0 | M 40 Goias correios T2N2Mo | Ausente | Qxt+Rxt positivo | mais de5 | 5828/99 CENCD
392016-0 | M 40 Goias correios T2N2MO | Ausente | Qxt+Rxt positivo | mais de 5 | 2674/00 CEC
358749 F 35 Piaui T3NOMO | Ausente | Qxt+Rxt negativo | mais de 2 | 8932/07 CENCD
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Apéndice 2.
SEXO | IDADE | histol | linfon | TNM trat Lam Fibr collV | Gal3 rec sobr

1 1 59 2 1 3 1 1 1 0 1 0 0
2 1 50 3 0 3 2 1 1 0 1 0 0
3 0 67 2 1 1 0 1 10 10
4 0 50 2 1 4 2 1 1 0 1 0 0
5 0 15 2 2 3 2 1 1 0 1 0 1
6 1 51 2 1 4 2 1 1 0 1 1 1
7 1 37 2 1 4 2 1 1 0 1 10 1
8 0 77 2 1 1 0 0 10 10
9 1 64 2 0 2 2 1 1 0 0 0 0
10 1 59 2 2 4 1 1 1 0 0 obito 1
11 1 66 2 1 4 1 1 1 0 0 10 1
12 1 37 2 2 3 2 1 0 0 1 0 0
13 1 67 2 1 4 2 1 0 0 1 10 10
14 0 60 1 1 0 0 1 10 10
15 1 54 2 2 3 2 1 0 0 1 1 1
16 0 52 2 2 3 2 1 0 0 1 1 1
17 1 14 2 0 4 2 1 0 0 1 0 0
18 1 54 2 2 3 2 1 0 0 1 1 1
19 1 74 2 1 4 2 1 0 0 1 1 1
20 1 35 2 1 4 2 1 0 0 1 10 1
21 1 51 3 1 3 2 1 0 0 1 1 1
22 0 64 2 1 2 2 1 0 0 1 10 1
23 1 29 2 1 3 0 1 0 0 0 1 1
24 0 52 2 2 3 2 0 1 0 1 1 1
25 0 60 1 1 4 0 1 0 1 obito | obito
26 1 9 2 1 2 0 0 0 1 0 1
27 1 17 2 1 3 1 0 0 0 0 0 0
28 1 40 3 0 3 2 0 0 0 0 1 0
29 1 40 1 0 3 2 0 0 0 0 1 0
30 0 35 3 0 3 2 0 0 0 0 0 1

Sexo M-1  Histologia : CEC-----1  Linfonodo : Positivo-- F-0 : CENCI 2 : Negativo-0

: CENCD-3

Recidiva : Positiva----- 1 Sobrevida : Mais de 5 anos----0

: Negativa----2 : Menos de 5 anos--1
: Sem dados-10 : Sem dados-------- 10
Tratamento : Rxt----------- 1
Rxt+Qxt----2

ESTADIAMENTO AJCC-2010*
1 T1INOMO

2 TIN1MO
T2NOMO
T2N1MO

3 T1N2MO

T2N2MO
T3NOMO
T3N1MO
T3N2MO

4 T4NOMO
T4N1TMO
T4N2MO
N3....
M1..

*AJCC: American Joint Commitee Cancer
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citoplasmatica e/ou nuclear. Porém para a analise esta-
tistica, devido ao tamanho da casuistica, optou-se por
considerar resultado positivo ou negativo, independente
da distribuicao.

Analise estatistica

As associagdes entre sexo, caracteristicas do tumor,
presenca de proteinas de matriz e tempo de sobrevida
e recidiva foram estimados pelo teste exato de Fisher
com o objetivo de identificar possiveis variaveis/fatores
confundimento.

A segunda etapa da analise foi a estimativa do efeito
da presenca das proteinas de matriz sobre a recidiva até
0s 5 primeiros anos apos inicio do tratamento pela esti-
mativa pontual e intervalar do Odds-Ratio e o estudo do
efeito das combinagdes de proteina de matriz pelo teste
exato de Fisher.

RESULTADOS

Os resultados estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2.

A idade média dos pacientes avaliados foi de 48
anos, com uma variagdo entre 9 a 74 anos. Cerca de
50% dos casos tinham menos de 51 anos e 25% tinham
mais de 61 anos. Houve predominio do sexo masculino
em relagdo ao sexo feminino na proporgao de 2:1. Em
quatro casos obtivemos apenas os dados idade, sexo e
o diagndstico anatomopatolégico. As caracteristicas cli-
nicas e variaveis dos 26 pacientes estdo resumidas na
Tabela 1.

Dentre os 30 casos estudados, 76,7% eram do sub-
tipo Carcinoma Escamoso Nao Ceratinizante Indiferen-
ciado (CENCI) (Figura 1A e 1B). Os subtipos Carcinoma
Escamoso Néao Ceratinizante Diferenciado (CENCD) (Fi-
gura 1C) e o Carcinoma Escamoso Ceratinizante (CEC)
foram encontrados em percentuais semelhantes e em
menor frequéncia (Tabela 1).

Quanto ao sexo e a idade dos 23 casos de subtipo
CENCI, 69,6% eram homens e a idade média, indepen-
dentemente do sexo, foi de 48 anos com um desvio-
padrdao de 20,15, o que indica uma alta variabilidade
da idade no momento da classificagcdo histopatoldgica.
O caso mais jovem tinha 9 anos enquanto que o caso
mais velho, 77 anos. Cerca de 25% dos casos do subtipo
CENCI tinham idade abaixo 35 anos e 25% dos casos
mais velhos apresentaram idade acima dos 64 anos.

Dentre as amostras analisadas a laminina foi a pro-
teina de matriz mais presente (76,7% de amostras po-
sitivas), seguida da galectina-3 (70%) e da fibronectina
em 43,3% das amostras positivas(Figura D, E, F e G). O
colageno IV nao foi positivo em nenhuma das amostras
analisadas.

Das 18 amostras com a presenga simultanea da la-
minina e da galectina-3, 15 eram de subtipo morfoldgico
CENCI, 2 eram de subtipo CENCD e 1 era de subtipo
CEC. Em 9 amostras foram observadas a presenca si-
multanea das proteinas fibronectina e galectina-3 sendo
que 7 destas 9 amostras eram de subtipo CENCI .
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Tabela 1. Caracterizagao da casuistica.

Variavel Freq. absoluta % Relativo®
Sexo masculino (4) e

feminino (9) 20(3) 1 10(9) 66,7/33,3
Idade ™ 9/77 47,9+18,1 51,5 (36,5;61,0)

Caracteristicas do tumor
Tipo histopatoldgico

CEC 3 10,0
CENCI 23 76,7
CENCID 4 13,3
Presenca de linfonodo 21 77,8
Extensao do linfonodo
Unilateral 14 66,7
Bilateral 7 33,3
Estadiamento TNM
2 2 7,7
3 14 53,8
4 10 38,5
Tipo de tratamento
Somente quimioterapia 1 3,8
Somente radioterapia 4 15,4
Ambos 21 80,8
Proteinas de matriz
Presenca de laminina 23 76,7
Presenca de fibronectina 13 43,3
Presenca de galectina-3 21 70,0
Presencga de colageno IV 0 0,0
Progndstico
Tempo de acompanhamento
Acompanhados por um
periodo menor que 5 anos 16 64,0
Informagéo sobre recidiva 11 42,3
Recidiva durante o periodo
de acompanhamento 8 72,7%
Acompanhados por um
periodo maior que 5 anos 9 36,0
Informacgéao sobre recidiva 9
Recidiva antes de 5 anos 0 0,0%
Recidiva apds 5 anos 2 100,0%

(1) Resumo descritivo em minimo/maximo, média, desvio-padrédo e
quartis.
(2) Ao total de unidades observacionais com a informagao.

A imunoexpressao revelou variagdes de grau |, in-
tensidade fraca, ao grau lll forte, localizadas ao redor
da célula neoplasica para as proteinas laminina e da fi-
bronectina (Figura 1D e 1G).A mesma variagao foi en-
contrada para galectina-3 porém, localizada na matriz
e nas células neoplasicas(Figura 1E e 1F). Apesar das
imunoexpressdes terem sido analisadas conforme os
graus, devido a pequena amostragem, a analise estatis-
tica foi realizada desconsiderando o grau e levando-se
em consideracdo apenas o resultado positivo e negativo
da mesma.

Quanto a sobrevida dos pacientes, 16 tiveram segui-
mento até 5 anos, dos quais 8 tiveram recidiva nesse
periodo. Outros 9 pacientes, foram seguidos por mais
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Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes segundo recidiva geral e recidiva antes dos 5 anos.

Situagéo Recidiva p® Recidiva em 5 anos p®
Presenca de alguma proteina
Nao 2/4 (50,0%) 1,000 0/3 (0,0%) 0,206
Sim 8/16 (50,0%) 8/14 (57,1%)
Apenas Laminina
Nao 9/19 (47,4%) 1,000 7/16 (43,8%)
0,471
Sim 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%)
Apenas Laminina e Fibronectina
Nao 10/19 (52,6%) 1,000 8/16 1,000
Sim 0/1 (0,0%) 0/1
Apenas Laminina e Galectina-3
Nao 5/13 (38,5%) 0,350 3/10 (30,0%) 0,153
Sim 517 (71,4%) 517 (71,4%)
Apenas Fibronectina e Galectina-3
Nao 9/19 (47,4%) 1,000 7/16 (43,8%) 0,471
Sim 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%)
Laminina, Fibronectina e Galectina-3
Nao 9/15 (60,0%) 0,303 7/13 (53,8%) 0,576
Sim 1/5 (20,0%) 1/4 (25,0%)
Total de proteinas presentes
0 2/4 (50,0%) 0/3 (0,0%)
1 1/2 (50,0%) 1/1 (100,0%)
2 6/9 (66,6%) 6/9 (66,6%)
3 1/5 (20,0%) 1/4 (25,0%)
4 0/0 0/0
(*) Teste exato de Fisher.
Tabela 3. Estimativa do efeito das proteinas de matriz.
Proteina Progndstico p OR IC (OR; 95%)
Presenca de Laminina Recidiva 1,000 1,00 (0,14 -6,77)
Recidiva antes dos 5 anos 0,328 3,50 (0,28 — 43,16)
Presenca de Fibronectina Recidiva 0,171 0,25 (0,03 —-1,81)
Recidiva antes dos 5 anos 0,407 0,41 (0,05 -3,30)
Presenga de Galectina-3 Recidiva 0,223 4,37 (0,40 —47,01)
Recidiva antes dos 5 anos 0,172 5,60 (0,47 — 66,44)

de 5 anos com 2 recidivas. Um paciente nao tinha infor-
magoes.

Uma das associagdes estudadas, foi a comparagao
entre pacientes que apresentaram apenas as proteinas
laminina e galectina-3 e os demais pacientes em rela-
¢ao ao percentual de casos de recidiva antes dos 5 anos
(p = 0,153) e o estudo do efeito do total de proteinas
sobre a chance de recidiva. O estudo mostrou que, uma
proteina a mais aumentou, porém, nao significativamen-
te, a chance de recidiva em 5%, OR = 1,05 IC (OR;95%)
= (0,99 - 1,13), p = 0,083.

Nao houve evidéncias entre a presenca de cada uma
das proteinas de matriz, independentemente da presen-
¢a das demais sobre a chance de recidiva geral e recidi-
va em 5 anos, para concluir acerca de uma associagao
positiva entre presenga de uma proteina de matriz e a

chance de recidiva neoplasica. Entretanto, observa-se
que, embora nao significativa, a presenca de fibronec-
tina reduziu a chance de recidiva geral e recidiva em 5
anos, ao contrario das demais proteinas.

Dentre os pacientes com galectina-3, 71,4% dos 07
pacientes que também tinham laminina recidivaram an-
tes dos 05 anos apds o inicio do tratamento (Quadros 2
e 3). Isto mostra apenas tendéncia, visto que por utilizar-
mos freqUiéncias absolutas ndo é possivel a aplicagédo de
técnica estatistica para a comparacgao entre os grupos de
pacientes que possuem apenas laminina em relagao ao
grupo de pacientes que possuem apenas fibronectina.

Em relagéo a presenca da Fibronectina, 25,0% dos
pacientes recidivaram antes dos 05 anos apds o inicio
do tratamento, enquanto que, dos 07 pacientes que pos-
suiam a laminina e galectina-3 somente, cerca de 71,4%
recidivaram. Apesar da diferenca de quase 50% entre os
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redor das células neoplasicas 40X.

Figura 1.A e B: Morfologia do Carcinoma Escamoso Nao Ceratinizante Indiferenciado
(CENCI) Citoqueratinas positivas nas células neoplasicas IMH 40X (seta). C: Morfologia do
subtipo CENCD, HE 40X. D: Laminina— Imunomarcagao positiva nas células neoplasicas 40X.
E: Imunomarcacédo positiva da Galectina 3 na matriz. F: Imunomarcagéo positiva da
Galectina-3 nas células neoplasicas. G: Fibronectina: Imunomarcagao positiva na matriz ao

dois grupos de pacientes, nao foi detectada uma diferen-
¢a significativa sob ponto de vista estatistico, devido ao
“n” pequeno de amostras. Entretanto, simulagdo mostra
que em uma casuistica 2 vezes maior, 0 mesmo teste
estatistico apresentaria um p-valor igual a 0,036 desde
que as proporgoes de recidiva fossem mantidas.

DISCUSSAO

O CNF é uma neoplasia maligna que apresenta ca-
racteristicas distintas em relagédo as outras que ocorrem
em cabeca e pescogo, devido a seus aspectos epide-
mioldgicos, entre eles os fatores raciais, alimentares e
a resposta terapéutica. E uma entidade rara na maioria
das regibes do nosso planeta, correspondendo a 0,7%
do cancer no mundo'. Nos EUA a incidéncia é de 07
casos diagnosticados a cada um milhdo de pessoas. No
entanto, no sudoeste da China, na regido central da pro-
vincia de Guangdong, no sudoeste asiatico, em nativos
da regido Artica, em arabes do norte da Africa e em par-
tes do Mediterraneo a incidéncia ¢ alta, chegando a 300
a 800 individuos por milhdo de habitantes?*1°.

Carvalho et al., em 2008%, numa série de 16 pacien-
tes avaliados no periodo de 15 anos (1991 a 2006), ob-
servaram oito casos de CNF dentre 16 tumores de naso-
faringe. Nossa casuistica de 26 pacientes, em um total
de 30 [&minas analisadas, diagnosticados no periodo de
1990 a 2008, mostra caracteristicas epidemiolégicas se-
melhantes aos de outros autores?°?'. Aidade média foi de
48 anos (9 a 77 anos) e predominancia de sexo masculi-
no para o feminino. Somente quatro tinham menos de 18
anos de idade, e a maioria dos individuos, estavam entre
a quinta e a sexta década de vida. Nosso estudo, mesmo
com “n” pequeno, demonstra que os individuos de bai-
X0 risco para esta neoplasia mostram uma tendéncia de
distribuicdo bimodal, com primeiro pico na adolescéncia
e um segundo pico apds os 65 anos. Quanto ao estadio
da neoplasia, encontramos uma distribuicdo dos pacien-
tes nos estadios Tx=3, T1=02, T2=09, T3=05 e T4=07.
Dados descritos na Figura 01, e na Tabela 02, mostra
que a anadlise estatistica é significante nos 26 pacientes
quanto ao seu estadio e comprometimento dos linfono-
dos. Cinco deles com estadio NOMO, apenas 02 tiveram
sobrevida maior que 05 anos, sem recidiva. Outro pa-
ciente foi a 6bito por complicagdo cardiopulmonar apés
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a quimioterapia e radioterapia. Dos outros 20 individuos,
em 11 a presenca de linfonodos era positiva, e tiveram
recidiva e sobrevida menor que 05 anos. Outros 04 fo-
ram a obito no primeiro ano apds o diagndéstico, mos-
trando uma grande agressividade tumoral. Khanfir et al.,
200722, relataram que a presenga da metastase regional
e com linfonodos positivo a distancia, sdo importantes
fatores prognostico e de sobrevida dos pacientes.

Em relagéo as galectinas cujos dados estédo nas ta-
belas 07 a 10, observamos um aumento da expressao
da galectina-3, positiva em 70% dos casos, o que re-
vela uma positividade citoplasmatica e nuclear focal co-
mum em casos de CENCI. Isto nos induz a crer que esta
proteina, principalmente quando associada a laminina,
possa provocar alteragdes dos mecanismos de controle
de replicagao celular como as provocadas pelo EBV. Em
18 de nossos casos a laminina e a galectina—3 tiveram
correlagao positiva de imunoexpressao (tabela 07), de-
monstrando agdes conjuntas que possam estar envol-
vidas na progressdo do CENCI?. Em outros 07 casos
observou-se correlagao positiva entre as trés proteinas
laminina, fibronectina e galectina-3, sendo que em so-
mente 01 caso era CENCD, e os demais eram CENCI.
Esses achados confirmaram que na patogenia do CNF,
principalmente no subtipo CENCI, as proteinas de matriz
tem importante papel, provavelmente modulado pelas
proteinas virais de laténcia como a LMP1 e 2A.

Todavia, a caracterizagao dos padrdes de expressao
das proteinas de matriz em pacientes com CNF, ainda é
controversa, com diferentes achados em outros sitios ou
orgaos da cabeca e pescoco'013:2224.25.26

A analise estatistica mostra valores de “p” decres-
centes, embora nao ainda significantes, para uma ex-
pressdao maior da galectina-3. Isso seria sugestivo de
uma neoplasia mais agressiva do ponto de vista biol6-
gico.

Essas observagdes, com divergéncias da literatura
mostram que ha necessidade de mais evidéncias clini-
cas para que a galectina-3 e as proteinas de matriz pos-
sam serem utilizadas como biomarcadores para prog-
nostico em carcinoma de nasofaringe.
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