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Oliveira MKS. Expressao de CD10, Vimentina, Ki-67 e Ciclina D1 em carcinomas
espinocelulares de cabeca e pescoco: avaliagdo clinico-patologica [Dissertacdo de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) é a sexta malignidade mais comum do mundo, e na
regido de cabeca e pescoco representa mais de 90% das malignidades. Mesmo com
0S recentes avancos nos protocolos de tratamento cirdrgico, radioterapico e
quimioterapico, a taxa de sobrevida de 5 anos para pacientes com carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco (CECCP) permanece reduzida. Diversos fatores
podem contribuir para esse baixo indice de sobrevida e, somado a isso, ainda ndo
existem marcadores biologicos que possam contribuir na orientacdo da melhor opcao
terapéutica dos pacientes e na previsao do seu diagndstico. Estudos desta natureza
representam uma valiosa oportunidade para esclarecer os mecanismos moleculares
envolvidos na patogénese do CECCP. Dentre estes eventos moleculares, o processo
da diferenciacdo celular é capaz de regular a expressdo de genes ligados a
importantes fungbes celulares, incluindo o controle da proliferagdo celular. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a relacdo de marcadores de proliferacado
e diferenciacdo celular com parametros clinico-patolégicos de amostras de CECCP
por meio da imuno-histoquimica (IQ). Diante disto, nosso estudo avaliou um total de
46 amostras de CECCP. Quanto a expressao dos marcadores de proliferacéo celular,
avaliamos Ki-67 (n=46) e Ciclina D1 (n=46). Para os marcadores de diferenciacéo
celular, avaliamos CD10 (n=42) e Vimentina (n=41). A expressdo aumentada de Ki-
67 foi significantemente associada com pior prognostico (p<0.05). Os outros
marcadores ndo tiveram associagao. Em concluséo, esses resultados sugerem que a
expressdo do Ki-67 em células tumorais dos CECCP est4 associada com baixa
sobrevida global e pior estadiamento clinico, consequentemente associado a um
progndstico ruim.

Palavras — chave: Neoplasias de cabeca e pescoco. Proliferacéo celular.
Diferenciacao celular.



Oliveira MKS. Expression of CD10, Vimentin, Ki-67 and Cyclin D1 in squamous cell
carcinomas of the head and neck: clinicopathological evaluation [Dissertacdo de
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ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is the sixth most common malignancy in the world,
and in the head and neck region it represents more than 90% of malignancies. Even
with recent advances in surgical, radiotherapeutic and chemotherapeutic treatment
protocols, the 5-year survival rate for patients with squamous cell carcinoma of the
head and neck (HNSCC) remains low. Several factors may contribute to this low
survival rate and, in addition, there are still no biological markers that can contribute to
the orientation of the best therapeutic option of the patients and the prediction of their
diagnosis. Studies of this nature represent a valuable opportunity to clarify the
molecular mechanisms involved in the pathogenesis of HNSCC. Among these
molecular events, the process of cell differentiation is able to regulate the expression
of genes linked to important cellular functions, including the control of cell proliferation.
In this context, the objective of this study was to evaluate the relationship of
proliferation and cellular differentiation markers with clinical-pathological parameters
of HNSCC samples by means of immunohistochemistry (IQ). In view of this, our study
evaluated a total of 46 HNSCC samples. Regarding the expression of the cellular
proliferation markers, we evaluated Ki-67 (n = 46) and Cyclin D1 (n = 46). For cell
differentiation markers, we evaluated CD10 (n = 42) and Vimentin (n = 41). Increased
Ki-67 expression was significantly associated with poorer prognosis (p <0.05). The
other markers had no association. In conclusion, these results suggest that the
expression of Ki-67 in CECCP tumor cells is associated with low overall survival and
poorer clinical staging, consequently associated with poor prognosis.

Keywords: Head and neck neoplasms. Cell proliferation. Cell differentiation.
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1 INTRODUCAO

A carcinogénese designa o processo de desenvolvimento de uma neoplasia, na
qual uma série de alteracbes se acumulam como consequéncia da desregulacdo da
sinalizacdo de moléculas®. O carcinoma espinocelular (CEC) é a sexta malignidade
mais comum no mundo?, e representa >90% das malignidades da regiédo de cabeca e
pescoco®. O diagndstico histopatoldgico é feito de acordo com critérios propostos pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS)#, sendo que para fazer o diagnéstico seguindo
classificacOes atualizadas, muitas vezes sdo necessarios estudos complementares
como a imuno-histoquimica (IQ)°.

Normalmente a doenca se manifesta na orofaringe, hipofaringe, laringe e cavidade
oral. O desenvolvimento do CECCP é resultado da interacdo de fatores ambientais e
heranca genética, sendo, portanto, multifatorial. Os fatores de risco incluem o abuso
do &lcool e o tabagismo®.

O CECCP é uma doenca complexa que se caracteriza por heterogeneidade
clinica, patoldgica, fenotipica e biolégica’. A evolucéo e a progressdo dessa lesédo é
resultado de multiplos passos e alteracdes das vias celular e molecular no epitélio
escamoso estratificado®. Evidéncias sugerem um modelo de progressdo molecular de
células pré-malignas, lesdes instaladas e doencgas invasivas (Figura 1).

Os sintomas variam, dependendo no local de origem, e pode incluir dor de
garganta, disfagia, odinofagia e rouquidédo. Ao exame clinico, os pacientes geralmente
apresentam um sitio primario identificavel e uma massa palpavel em regiao cervical.
Uma abordagem multidisciplinar € importante no tratamento desses pacientes, dada
a complexidade do tratamento e as complicagcdes agudas e de longo prazo resultantes
da quimioterapia, radioterapia e cirurgia. A determinacdo do estagio clinico e
radiogréafico é crucial para o planejamento e tratamento precoce®.

De acordo com o Instituto Nacional de Céncer (INCA), no biénio 2016-2017,
apontou a ocorréncia de cerca de 600.000 casos novos de cancer. No ano de 2016, a
estimativa foi de 11.140 casos novos de cancer oral em homens e 4.350 em mulheres.
Para o cancer da laringe, foram 6.360 casos novos em homens e 990 em mulheres.
O CEC oral (CECO) representa o quinto e o de laringe o oitavo tipo de cancer mais
comum em incidéncia entre os homens?®.

O CECCP parece estar intimamente ligado a imunossupressao e 0s pacientes

geralmente demonstram deficiéncia na fungdo do sistema imune e correlaciona-se
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com resultados ruins!®. Mecanismos de evasdo imunoldgica tumoral no CECCP
incluem o desenvolvimento de tolerancia de células T, modulacdo de células
inflamatérias e citocinas angiogénicas, além de queda na regulacdo do
processamento de antigenos!l. Esses mecanismos atualmente estdo servindo para
definir metas de imunoterapia para desenvolvimento de tratamento clinico!?.

Para melhorar o progndéstico é necessario estabelecer novos marcadores que
possam prever a resisténcia terapéutica. Isso ajudaria na otimizagédo do tratamento
dos CECCP, beneficiando os pacientes!3. A maioria dos estudos de CECCP em
populacdes brasileiras enfatizam a analise epidemiologica e correlacdes clinico-
patol6égicas através de uma analise morfolégica convencional'41®, Desse modo, a
identificacdo de subgrupos de CECCP por meio de andlise complementar por 1Q,
podem ter impacto no tratamento e prognostico (recorréncia e metastases
locorregionais e a distancia) fornecendo informacfes necessarias para melhor

abordagem clinica.?

Figura 1 — Progressao do CECCP

Displasia Displasia
leve moderada

Displasia Carcinoma Carcinoma
severa in situ

Fonte: Adaptado de Haddad, Shin® P-1145,
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma espinocelular da regiao de cabeca e pescoco e sua relagdo com
fatores de proliferacédo e diferenciacao celular

O processo de proliferacdo celular esta relacionado com o aumento do niumero
de células como resultado do crescimento e da divisdo celular. Os processos de
diferenciacdo celular representam o0s mecanismos pelos quais as células se
especializam, gerando uma diversidade celular capaz de realizar determinadas
funcdes. A desregulacao destes fatores, como erros na sintese do DNA das células,
pode gerar uma producédo descontrolada das células dando inicio as neoplasias’.

Existem diversos marcadores de diferenciacdo que atualmente sdo utilizados
nas pesquisas desses eventos moleculares e os resultados indicam que eles podem
ser importantes no diagndstico e prognostico em diversos tipos de tumores.
Originalmente, o CD10 foi usado para o diagnéstico e classificagcdo de linfomas
malignos e leucemial®. Além disso, foi relatado como importante marcador diagndstico
em diferentes lesGes ndo hematopoiéticas incluindo mama, figado e Utero!”:181°, As
células-tronco tumorais (Cancer stem cell - CSC) sdo responsaveis pelas falhas nos
tratamentos, e o CD10 est4 associado com a resisténcia terapéutica nos casos de
CECCP, além de poder servir como alvo molecular no tratamento dos casos
refratarios'®. Adicionalmente, a expressdo de Vimentina tem sido frequentemente
associada a um maior potencial metastatico em CEC oral?°. Varios estudos tém
mostrado que a Vimentina pode ser expressa em células epiteliais migratorias que
estdo envolvidas na embriogénese e organogénese, além de cura de feridas ou
invas&o tumoral?1:2223.24,

Biomarcadores moleculares, como o p53 e Ki-67 tém apresentado um
significativo valor progndstico na andlise do CECCP?22°, A proteina de manutencéo
minicromossomal 7 (MCM7) é um componente essencial do complexo de replicacao
da helicase (MCM2-7) necesséaria para a replicacdo de DNA?5. Um estudo que avaliou
a marcagcdo para a proteina MCM-2 em CECO (carcinoma espinocelular oral),
concluiu que a expressdo desta proteina pode ser utilizada como um fator de

progndstico em pacientes com CECO?’. J4 em um estudo realizado em CEC de
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orofaringe mostrou altos indices proliferativos para Ki-67 em mais de 56% dos
espécimes, e a proteina p53 apresentou um forte padrdo de marcacao sendo evidente
em mais de 38% dos espécimes?. A ciclina D1 é uma proteina reguladora do ciclo
celular, a desregulacdo desta proteina pode ser responsavel pelos altos niveis de
proliferacdo celular em CECCP?8. Em um estudo em que foi avaliado a expresséo
coordenada das quinases dependentes de ciclina (CDK4) e seus reguladores em
casos tumores orais, 0s autores concluiram que os oncogenes de CDK4, ciclina D1,
ciclina E, Gankyrin, SEI1 e BMI1 s&o regulados de forma coordenada no
desenvolvimento de tumores orais e 0s eventos moleculares ocorrem mesmo no

estagio inicial, como nos casos de mucosas em situacéo de risco elevado?®.

2.2 Anticorpo de proliferacao celular: ki-67

Ki-67 € uma proteina nuclear, considerada um marcador de proliferacao celular
que esta associada com a transcricdo de RNA ribossdémico®. Durante a interfase, o
antigeno pode ser detectado exclusivamente dentro do ndcleo, enquanto que na
mitose a maior parte da proteina € transferida para a superficie dos cromossomos.
Diante disso, a proteina Ki-67 esta presente durante todas as fases ativas do ciclo
celular (G1, S, G2 e mitoses), mas fica ausente nas células em repouso (GO0),
tornando-se assim um marcador excelente para determinar a chamada fracédo de
crescimento de uma determinada populacdo de células3:. A expressdo da proteina
humana Ki-67 é estritamente associada a proliferacéo celular3°.

Além disso, Ki-67 tem sido mostrada como sendo fortemente expressa na fase
de crescimento das células tumorais. A alta expressao de Ki-67 em células tumorais
parece estar correlacionada com altas taxas de recorréncia e baixa sobrevida global,
estando consequentemente relacionada com um progndstico ruim no carcinoma de
prostata, mama e rim®l, Para o CECCP, sdo necessarios estudos que avaliem a
expressdo do Ki-67 em resposta ao tratamento tumoral verificando possivel
associacdo®.

Os genes mitocondriais desempenham papéis importantes no metabolismo
celular, liberagéo de radicais livres e apoptose. A desregulacao desses genes tem sido
associada com a geracao de espécies reativas de oxigénio, aumento da proliferacéo
e progressao do cancer. Em um estudo onde se avaliou essa desregulacéo dos genes

supressores de tumores mitocondriais (SIRT3, SIRT4 e MTUS1) em relagdo a
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diminuicdo da expressao do gene de reparo do DNA mitocondrial, evidenciou fatores
importantes no desenvolvimento do CECCP, que foi medido pelos indices de
proliferacéo celular do Ki-6733.

Um estudo mostrou que pacientes com CECCP que apresentaram maior indice
de marcacéo para o Ki-67, também apresentaram pior curso clinico e prognostico ruim
quando comparado a pacientes com a mesma neoplasia e tratamento, porém com
resposta positiva ao protocolo terapéutico®*. Neste estudo todos os pacientes do
estudo haviam sido tratados por meio de cirurgia combinada com radioterapia pos-
operatoria.

Em um outro estudo recente, foram avaliados fatores clinicos e patologicos de
pacientes com diagndstico de cancer de mama durante um seguimento de mais de 4
anos. Os autores concluiram que além do estagio tumoral e presenca de linfonodos
positivos serem importantes preditores de sobrevivéncia global e recorréncia, o Ki-67
parece ser preditivo de mortalidade, mas néo de recorréncia®.

A relacéo entre o Ki-67 e o prognéstico de pacientes com CECCP ainda nao
esta totalmente esclarecida. Novos trabalhos podem fornecer dados relevantes no que

diz respeito a diagndstico, prognostico e abordagem terapéutica.

2.3 Anticorpo de proliferacao celular: Ciclina D1

No processo da proliferacdo celular estédo relacionados genes supressores,
produtos dos oncogeneses e outras proteinas que sao responsaveis pelo
desenvolvimento das neoplasias malignas®®. A ciclina D1 é altamente expressa no
meio e no final da fase G1 do ciclo celular. A proteina pl6 se liga as quinases
dependentes de ciclina (CDKS) e forma o complexo pl16-CDK4, o que impede a
fosforilacdo do pRb. Este estando hipofosforilado, mantém-se como supressor
tumoral, no entanto, a proteina p16 em disfuncédo pode promover a ligacdo da CDK4
com a ciclina D e formar o complexo CDK4-ciclina D. Esse complexo, promove a

fosforilacdo do pRb e libera fatores de transcricdo que aceleram o ciclo celular®’.

O transdutor de sinal e o ativador da transcrigdo-3 (STAT3) estédo intimamente
associados a tumorigénese e sdo ativados em ceélulas tumorais de uma grande
variedade de carcinomas®. Em um estudo onde foi avaliado a relacédo entre o STAT3

e a ciclina D1 em linhagens celulares de carcinoma gastrico, foi concluido que houve
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superexpressao da ciclina D1 contribuindo para proliferacdo, migracdo e invasao
tumoral®8.

A ciclina D1 € um importante regulador da progressao do ciclo celular e a sua
expressdo aumentada estd associada ao desenvolvimento e progressdo tumoral.
Além disso, os estudos tém mostrado que essa expressdo aumentada esta ligada ao
desenvolvimento de resisténcia a terapia no cancer de mama?.

Em um estudo onde avaliou-se o efeito terapéutico quimioterapico utilizando
um inibidor ndo-peptidomimético, o Lonafarnib, para tratamento do carcinoma
hepatocelular (HCC) usando modelos celulares in vitro, os autores observaram que
esta droga inibiu a proliferacéo tumoral e reduziu a atividade das vias das proteinas
quinases ativadas por mitégenos, causando a interrupgdo do ciclo celular nas fases
G1/S por meio da baixa regulagdo da ciclina D1, CDK6 e SKP2, induzindo a apoptose
celular*®. Em um outro estudo, utilizando substancias dietéticas nédo tdxicas e produtos
botanicos, como a Panduratina A, para o tratamento do cancer de mama, 0s
resultados mostraram que tais terapias sao capazes de regular negativamente as
CDKS e reduzir a expressdo da ciclina D1, comprovando sua associacdo com
processos de proliferacéo celular®!.

Em muitos tipos de cancer, a degradacéao prejudicada da proteina ubiquitina da
ciclina D1 é responsavel por seus elevados niveis, no entanto, alguns agentes
terapéuticos demonstraram induzir a degradacdo da ciclina D1 através da via
ubiquitina. Uma droga induzindo a ablacdo da ciclina D1 pode proporcionar um
quimiopreventivo Gtil ou estratégia de tratamento para o cancer®®. O desenvolvimento
de tais agentes requer uma compreensdo profunda da regulacdo da ciclina D1,

necessitando mais estudos.

2.4 Anticorpo de diferenciacao celular: CD10

CD10 é uma molécula transmembrana tipo Il que possui atividade metalo-
peptidase dependente de zinco ligado a membrana. Sua expressao € encontrada em
diversos tecidos normais como epitélio renal e intestinal, mas predomina em células
do centro germinativo de tecido linféide reacional*?. Foi usado inicialmente para o

diagnéstico e classificacdo de linfomas malignos e leucemial®. O CD10 tem se
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mostrado um marcador muito Util e um atraente alvo molecular para terapia
direcionada, sendo sua analise de expressdo fundamental para o diagnostico de
neoplasias malignas e resposta ao tratamento?3.

As células tronco tumorais (Cancer stem cell - CSC) sédo definidas como
aguelas que possuem a propriedade da iniciacdo do tumor e sua auto renovacao.
Atualmente, entende-se que essas células sdo responsaveis pela falha da terapia anti-
neoplasica em diversos tumores*+45, Outros trabalhos pesquisaram outros possiveis
marcadores dessas células, como CD444 e ALDH1%’, no entanto, os resultados
permaneceram controversos3’48,

Em um estudo onde avaliou-se um novo marcador especifico para CSC nos
CECCP na presenca de agentes terapéuticos, identificaram o CD10 como marcador
potencial, contribuindo para resisténcia terapéutica'®. Em outro trabalho, relacionou-
se 0 CD10 de acordo com as caracteristicas clinicas e histologicas das lesdes da
tireoide, e concluiram que o CD10 pode ser usado como ferramenta diagndstica e
prognostica, o que consequentemente influencia no tratamento e sobrevida global em

pacientes com neoplasias da tiredide, especialmente carcinoma papilar*®.

2.5 Anticorpo de diferenciacao celular: Vimentina

A vimentina é um filamento intermediario de 10 nm de diametro presente na
maioria das células mesequimais, sendo usada como marcador do desenvolvimento
celular e tecidual. Essa proteina tem mostrado participacdo em um elevado nimero
de funcbes criticas, frequentemente associada na organizacdo de proteinas
envolvidas nos processos da adesdo celular, migracdo, ancoragem nuclear das
células, sinalizacdo celular e no posicionamento de suas organelas no citoplasma,
sendo considerada uma molécula integradora mecanica do citoplasma celular®°.

Em um estudo onde avaliou-se a contribuicdo individual das redes
citoesqueléticas (incluindo os filamentos intermediarios) na modulagéo da morfologia
nuclear e comportamento mecanico, além do nivel de condensagéo da cromatina,
destacou-se o papel das fibras da actomiosina e dos filamentos intermediarios da
vimentina como responsaveis principais na regulacdo mecéanica do estado nuclear
pelo citoesqueleto®. Além desses resultados, destacaram o papel do citoesqueleto no

nacleo dando origem a mudancas morfolégicas e mecanicas que sao da mesma
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magnitude do que os alcancados intrinsecamente, induzindo as células a se
diferenciar. Nesses resultados o citoesqueleto é colocado no centro da regulacéo
mecénica do comportamento das células e do seu destino, ndo s6 pelo papel
estabelecido como mecanismo de transformag&o mecanica e estrutura de carga, mas
também devido a sua principal influéncia no estado nuclear®!.

Avaliada a relacdo com CECO, a expressdao de vimentina evidenciou
positividade em 38,1% dos casos estudados, além de associacdo com metastase

tumoral®2.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral.
O objetivo do presente estudo foi analisar a expressdo de marcadores de
proliferacdo e diferenciacdo celular e sua associacdo com parametros clinico-

patologicos em casos de CECCP.

3.2 Objetivos especificos.

3.2.1 Avaliar por IQ a porcentagem de expressao de Ki-67 e ciclina D1 em amostras
de CECCP e associar com parametros clinico-patolégicos.

3.2.2 Avaliar por 1Q a porcentagem de expressao de CD10 e Vimentina em amostras

de CECCP e associar com parametros clinico-patoldgicos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Aprovacdo do Comité de Etica

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as
normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos sob deliberacéo do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP.
(protocolo n° 2.017.327) (ANEXO).

4.2 Amostras dos CECCP parafinados

Inicialmente foram selecionados 110 espécimes parafinados obtidos de
pacientes com CECCP, previamente identificados e coletados nos Arquivos do
Servico de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Séao Paulo (HCFMRP-USP).

Foi realizado um estudo retrospectivo, cujos dados clinicos e epidemiol6gicos
(idade, género, etnia, localizacdo, grau histopatolégico, estagio clinico, tamanho do
tumor, linfonodo comprometido, metastase, recorréncia e sobrevida global) foram
obtidos dos prontuarios clinicos de encaminhamento e pertencente ao HCFMRP-USP.
As informacgdes clinicas, demogréficas, de tratamento, recorréncia e sobrevida foram
coletadas dos prontuarios médicos e as caracteristicas histopatologicas, incluindo o
grau de diferenciacéo tumoral foi determinada por meio da analise de todas as laminas
coradas com hematoxilina e eosina disponiveis dos tumores. Todas as recorréncias
foram confirmadas histopatologicamente e a sobrevida livre de doenca foi
determinada como o periodo entre o tratamento inicial e a confirmacéo da recorréncia,
enquanto que a sobrevida global foi o periodo entre o diagndstico do paciente e morte
ou a ultima visita de acompanhamento.

Foram considerados como critérios de inclusao para o presente estudo:

l. Casos de CEC oral, orofaringe, cavidade nasal, seios paranasais, faringe,
laringe e de pele, com quantidade suficiente de material para confirmacao
histopatoldgica e para novos cortes histoldgicos, os quais foram utilizados
nas reacgoes de 1Q.

. Casos que apresentaram informacdes clinicas completas e descricao

detalhada da evolug&o nos prontuarios médicos;
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Como critérios de exclusdo do presente estudo, foram considerados os
seguintes parametros:

l. Qualquer caso com alteracdes histopatologicas de epitélio escamoso
reativo, regenerativo ou reparativo, por exemplo, resposta a trauma;
UlceracBes associadas a deficiéncias nutricionais como a vitamina B12,
ferro e acido folico;

Il. Qualquer caso com historia prévia de radioterapia e/ou quimioterapia ou
qualquer outro tratamento oncoldgico antes do procedimento cirargico;

Il. Auséncia de qualquer informacédo clinica e epidemioldogica, além de

evolucdo incompleta do prontuario.

4.3 Andlise histopatoldgica

Apbés a avaliacdo dos prontudrios médicos dos 110 casos inicialmente
selecionados, um total de 64 foram excluidos por ndo contemplarem todos os critérios
de inclusdo e exclusdo do estudo. Assim, foram incluidas neste estudo somente 46
amostras de CECCP que foram submetidas a dois novos cortes com 5 ym de
espessura, os quais foram corados com hematoxilina-eosina (HE), e posteriormente
analisados por dois patologistas do HCFMRP-USP para descricdo morfoldgica dos
cortes convencionais e confirmacao diagndstica. O grau de diferenciacéo celular dos
CECs foi estabelecido de acordo com os critérios propostos pela OMS4 A
classificacdo histopatologica de malignidade proposta pela OMS permitiu o
agrupamento dos casos nas trés categorias que incluem bem, moderadamente e

pouco diferenciados.

4.4 Construcdo dos microarranjos teciduais (Tissue microarrays - TMAS)
Finalmente, foram utilizadas 46 amostras de CECs distribuidas em laminas de
microarranjos teciduais (tissue microarray — TMA). A construcdo dos TMAs e das
laminas (cortes de 3 um de espessura) foram obtidos usando um instrumento TMA
Grand Master (3D HISTECH, Budapeste, Hungria). As areas de tumor foram
selecionadas e marcadas nos cortes de HE. As laminas foram entdo sobrepostas ao
bloco original de parafina para determinar a area correspondente a ser usada. Os

TMAs foram construidos utilizando uma matriz manual de tecido com trés cortes
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cilindricos (2 mm?2 cada) representativos de cada um dos blocos em duplicatas. Em

cada lamina de TMA foram incluidos até 24 casos (Figura 2).

Figura 2 - Exemplo de uma lamina de TMA contendo 24 cilindros. Visdo panoramica 10x.

Fonte: Autoria proépria.

4.5 Avaliacdo Imunoistoquimica

Foram realizados cortes de 3 um de espessura, os quais foram colocados sobre
laminas devidamente revestidas com organo-silano (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA). Os cortes obtidos foram submetidos a técnica imunoistoquimica pelo método
da estreptavidina-biotinaperoxidase (Universal LSAB™+ Kit/HRP, Rb/Mo/Goat,
K0690, Dako) para avaliar anticorpos individuais. As secgdes de TMA de 3 ym de
espessura foram cortadas, depois aquecidas a 75°C durante 8 min e desparafinadas
com uma solugéo de preparacdo. Em seguida, as amostras foram pré-tratadas com

Cell Conditioner a 100°C durante 16 min e depois um inibidor de peroxidase durante
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4 min. O passo subsequente aplicou-se 0s anticorpos primarios no TMA e os manteve
incubados por 32 min. Apés a aplicacao e incubacgéo do anticorpo primario, as laminas
foram incubadas com Optiview HQ Universal Linker e Optiview HRP multimer
(Ventana Medical Systems) durante 8 min. As etapas finais foram a aplicacdo de
peréxido de hidrogénio e DAB, e depois contra-coloracdo com hematoxilina. Os
anticorpos primarios utilizados neste estudo e suas caracteristicas estdo descritos na
Tabela 1.

As laminas foram escaneadas pelo Pannoramic Midi Digital Slide Scanner, os
arquivos foram separados por blocos e as imagens correspondente de cada
biomarcador divididas em diferentes arquivos digitais (Figura 3).

As sec¢Oes de TMA coradas foram revisadas por dois patologistas experientes
(JEL, RN) em regido de cabeca e pescoco e cegado em relacdo as caracteristicas
clinico-patolégicas (Figura 4). Para o Ki-67 e ciclina D1 (marcacédo nuclear), o nimero
de células coradas foi contado manualmente com ampliacdo de 200x em uma area de
tecido fixo (Figura 5). Para o CD-10 e Vimentina, foram avaliadas areas do estroma e
do tumor, analisando a intensidade das respectivas marcacdes. Apés a quantificacao
das marcacdes IQ, o valor médio do indice de marcag¢do para cada marcador foi
determinado, e as amostras que apresentaram valores acima do valor médio foram
definidas como positivas ou alta expressao. As secfes foram avaliadas usando um
microscoépio de luz, de forma cega em relacdo aos parametros, por pelo menos dois

dos autores.

Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados nos experimentos de imunoistoquimica.

Anticorpo Espécie Fornecedor Diluicéo
CD10 Monoclonal - rato Leica Biosystem (novocastra™) 1:500
Vimentina Monoclonal - rato Dako 1:1000
Ki-67 Monoclonal - coelho Abcam® 1:500
Ciclina D1 Monoclonal - rato Leica Biosystem (novocastra™) 1:100

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 3 - Pannoramic Midi Digital Slide Scanner executando o0 escaneamento das laminas.

Fonte: Autoria propria.

Figura 4 - Exemplos de marcacéo nos casos de CECCP. A. CD10 aumento de 30x. B.
Vimentina aumento de 30x. C. Ki-67 aumento de 30x. D. Ciclina D1 aumento de 30x.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 5 - Exemplo de marcacao imuno-histoquimica em caso CECCP (marcador CD10).
Aumento de 200x.
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Fonte: Autoria prépria.

4.6 Analise estatistica

Para determinar a associacao entre a positividade ou grau de expresséo dos
marcadores e 0s parametros clinico-patologicos das amostras de CECCP, utilizamos
o teste exato de Fisher. O nivel de significancia empregado foi de 5% (p < 0,05). As
analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa GraphPad Prism 6.
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5 RESULTADO

5.1 Expressé&o imuno-histoquimica de CD10 em amostras de CECCP

Dentre os 46 casos incluidos no estudo somente 42 amostras obtiveram
material em condi¢cbes satisfatorias para a realizacdo da analise com o marcador
CD10 (Tabela 2). Em relagéo a idade, 25 pacientes tinham menos de 59 anos e 17
pacientes mais que 60 anos. Desses 25, 6 tiveram marcacao positiva para CD10 no
tumor e 19 marcacdes negativas. Dos 17 pacientes acima dos 60 anos, apenas um
paciente teve marcacdo positiva e 16 tiveram marcacao negativa no tumor. No
estroma, dos 25 pacientes, 9 tiveram marcacao positiva e 16 tiveram marcacao
negativa. No grupo acima dos 60 anos, 9 pacientes tiveram marcacao positiva e 8
tiveram marcacao negativa.

Quando avaliamos a relagcdo entre a expressdo de CD10 e género,
encontramos que 35 pacientes eram masculinos e apenas 7 femininos. Do segundo
grupo, 6 tiveram marcacgdo negativa no tumor e apenas uma marcagao positiva. Dos
masculinos, 29 tiveram marcacdo negativa no tumor e 6 tiveram marcacao positiva.
No estroma, no grupo feminino, 4 tiveram marcagao negativa e 3 tiveram marcacao
positiva. Para o grupo masculino, 20 pacientes tiveram marcagdo negativa e 15
tiveram marcagdao positiva.

Com relacéo a etnia, a maioria dos pacientes eram de pele branca, sendo 30
brancos e 12 ndo brancos. Do grupo dos brancos, 24 tiveram marcacdo negativa no
tumor e 6 tiveram marcacao positiva. Do grupo dos néao brancos, 11 tiveram marcagao
negativa no tumor e apenas um teve marcacao positiva. No estroma, no grupo dos
brancos, 17 pacientes tiveram marcacao negativa e 13 tiveram marcacao positiva. Do
grupo dos nao brancos, 7 tiveram marcacao negativa e 5 tiveram marcacao positiva.

O padrao clinico mais observado foram casos de céancer oral, sendo 30
pacientes para este grupo e 12 em outras localiza¢cdes. Do grupo de céancer oral, 27
pacientes tiveram marcagao negativa no tumor e 3 marcagdes positivas. Os outros 12
casos, 8 tiveram marcagao negativa no tumor e 4 marcagdes positivas. No estroma,
para os casos de céncer oral, foram 20 pacientes com marcagéo negativa e 10 com
marcacOes positivas. Para os casos de outras localizacbes, 4 pacientes tiveram
marcagao negativa e 8 marcagoes positivas.

Em relacdo ao grau histopatolégico, 25 pacientes foram classificados no grupo
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bem diferenciado e 17 pacientes nos grupos moderadamente e pobremente
diferenciado. No grupo dos bem diferenciados, notamos que a maioria dos pacientes
tiveram marcagao negativa no tumor e apenas duas marcagdes positivas. No grupo
moderadamente e pobremente diferenciado, 12 pacientes tiveram marcacao negativa
no tumor e 5 marcacdes positivas. Ja no estroma, para o grupo bem diferenciado,
foram 14 pacientes com marcacdo negativa e 11 marcacdes positivas. No grupo
moderadamente e pobremente diferenciado 10 pacientes tiveram marcagcao negativa
e 7 marcacoes positivas.

Os resultados em relacéo ao estadio, em T1 + T2, foram 11 pacientes, destes,
9 pacientes tiveram marcacao negativa no tumor e duas marcacgdes positivas. Em T3
+ T4 observamos o maior numero de pacientes, sendo 26 com marcac¢ao negativa e
5 com marcagOes positivas. Para o estroma, no grupo T1 + T2 foram 6 marcagdes
negativas e 5 marcacdes positivas. Para o grupo T3 + T4, foram 18 marcacdes
negativas e 13 positivas.

No estagio N, para o grupo NO, foram 13 pacientes, destes, 11 pacientes
tiveram marcacgao negativa no tumor e duas marcagdes positivas. Para o grupo N+,
foram 29 pacientes, sendo 24 marcacfes negativas no tumor e 5 positivas. No
estroma, para o grupo NO, foram 9 marcacdes negativas e 4 positivas. Para o grupo
N+ foram 16 marcacfes negativas e 13 positivas.

No estagio M, para o grupo MO, foram 22 pacientes, destes, 18 casos foram
negativos no tumor e 4 positivos. Para o grupo M+, foram 20 pacientes, destes 17
casos foram negativos no tumor e 3 foram positivos. No estroma, para o grupo MO,
foram 13 marcacdes negativas e 9 positivas. No grupo M+ foram 11 marcacdes
negativas e 9 positivas.

Em relacéo ao estadiamento clinico, no grupo | + Il, foram 7 pacientes, sendo
6 casos de marcacdo negativa no tumor e apenas um caso de marcagao positiva.
Observamos a maior parte dos pacientes no grupo Il + IV, onde 35 pacientes foram
avaliados, sendo 29 casos negativos no tumor e 6 positivos. No estroma, para o grupo
| + 11, foram 4 casos de negatividade e 3 de positividade. No grupo Il + IV, foram 20
casos de marcacgéo negativa e 15 de marcacao positiva.

Quando observamos a sobrevida global notamos que a maior parte dos casos
estavam classificados no grupo <5 anos, sendo 31 com marcagao negativa no tumor
e 6 casos com marcacao positiva. Para o grupo >5 anos, foram 5 pacientes, destes 4

tiveram marcacgéo negativa e apenas um caso teve positividade. No estroma, para o
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grupo <5 anos, 20 pacientes tiveram marcacao negativa, e 17 casos tiveram marcacao
positiva. Para o grupo >5 anos, foram 4 casos de marcacao negativa e apenas um
caso de marcagao positiva.

N&o foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significante entre a
intensidade de marcacao de CD10, tanto para a area do tumor como estroma, e 0s

parametros clinico-patologicos (Tabela 2).

Tabela 2 - Correlacdo entre a expressdo imuno-histoquimica de CD10 e as variaveis
clinico-patolégicas dos CECs.

N° de casos Tumor Estroma

(N=42) CDio+  cpio-  vale CD10+ CD10- P-value
Idade
<59 anos 25 6 19 9 16
260 anos 17 1 16 0.210 9 8 0,348
Género
Feminino 7 1 6 3 4
Masculino 35 6 29 1,000 15 20 1,000
Etnia
Brancos 30 6 24 13 17
Nao brancos 12 1 11 0,651 5 7 1,000
Localizacdo
Oral 30 3 27 10 20
Outros 12 4 8 0,088 8 4 0,084
Grau histopatoldgico
BD 25 2 23 11 14
MD + PD 17 5 12 0,099 7 10 1,000
Estadio T
T1+T2 11 2 9 5 6
T3+T4 31 5 26 1,000 13 18 1,000
Estadio N
NO 13 2 11 4 9
N+ 29 5 24 1,000 13 16 0,506
Estadio M
MO 22 4 18 9 13
M+ 20 3 17 1,000 9 11 1,000
Estadiamento clinico (TNM)
[ +1 7 1 6 3 4
"+ v 35 6 29 1,000 15 20 1,000
Sobrevida global
<5 anos 37 6 31 17 20
>5 anos 5 1 4 1,000 1 4 0371

BD: bem diferenciado, MD: moderadamente diferenciado; PD: Pobremente diferenciado
Fonte: Autoria prépria.
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5.2 Expressao imunoistoquimica de Vimentina em amostras de CECCP

Na avaliacdo da diferenciagcdo celular da Vimentina, 41 pacientes foram
avaliados (Tabela 3). Em relagdo ao critério de idade, 24 pacientes, dos 41, tinham
menos de 59 anos e 17 pacientes mais que 60 anos. Desses 24, todos os pacientes
tiveram marcacao negativa no tumor e nenhuma marcacéao positiva. Dos 17 pacientes
acima dos 60 anos, 15 pacientes tiveram marcacdo negativa e 2 tiveram marcacao
positiva. No estroma, notamos maior positividade de marcacdo do que no tumor. Do
grupo com menos de 59 anos, 6 tiveram marcacao negativa e 18 tiveram marcacgao
positiva. No grupo acima dos 60 anos, 5 pacientes tiveram marcacao negativa e 12
tiveram marcagéao positiva.

Com relacdo ao critério de género, a maioria dos casos eram masculinos,
sendo 35 masculinos e 6 femininos. Dos femininos, 6 tiveram marca¢do negativa no
tumor e nenhuma marcacao positiva. No grupo masculino, 33 tiveram marcacao
negativa no tumor e apenas 2 tiveram marcacao positiva. No estroma, para 0 grupo
feminino, observamos 5 marcac¢des negativas e apenas uma marcacao positiva. No
grupo masculino, a maioria dos pacientes tiveram marcacao positiva, sendo 30 casos,
contra 5 marcag0es negativas.

Observado o critério etnia, notamos que a maioria dos pacientes eram brancos.
Do grupo dos brancos, 28 tiveram marcacao negativa no tumor e 2 tiveram marcagao
positiva. Do grupo dos néo brancos, 11 tiveram marcacdo negativa no tumor e
nenhuma marcacéao positiva. No estroma, no grupo dos brancos, 10 pacientes tiveram
marcacao negativa e 20 tiveram marcacao positiva. Dos ndo brancos, apenas um caso
foi negativo e 10 foram positivos.

O padrao clinico mais observado foram casos de cancer oral, sendo 31
pacientes classificados, contra 10 em outras localizacdes. Do grupo de cancer oral,
27 pacientes tiveram marcac¢ao negativa no tumor e 2 marcacdes positivas. Os outros
10 casos, 10 tiveram marcagao negativa no tumor e nenhuma marcacao positiva. No
estroma, para os casos de cancer oral, 10 pacientes tiveram marcagéo negativa e 21
foram positivos. Para os casos de outras localizagbes, apenas 2 pacientes tiveram
marcagao negativa e encontramos 8 marcacdes positivas.

Quando avaliamos o grau histopatologico, 24 pacientes foram classificados no
grupo bem diferenciado e 17 pacientes nos grupos moderadamente e pobremente

diferenciado. No grupo dos bem diferenciados, a grande maioria dos casos foram
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negativos (22 pacientes) e apenas duas marcacdes positivas. Do grupo
moderadamente e pobremente diferenciado, 17 pacientes tiveram marcagcao negativa
no tumor e nenhuma marcacéao positiva. No estroma, para o grupo bem diferenciado,
observamos 5 pacientes com marcacdo negativa e 19 casos positivos. No grupo
moderadamente e pobremente diferenciado 6 pacientes tiveram marcacao negativa e
11 marcacdes positivas.

Em relacdo ao estadio, em T1 + T2 foram 9 pacientes, destes, 8 pacientes
tiveram marcagao negativa no tumor e apenas uma marcagao positiva. Em T3 + T4
foram 31 pacientes, destes, 30 pacientes tiveram marcacéo negativa e apenas uma
marcacao positiva. No estroma, para o grupo T1 + T2, foram 4 marcacdes negativas
e 5 marcacgOes positivas. Para o grupo T3 + T4, a maioria dos casos foram positivos
(25 pacientes) e apenas 6 marcagOes negativas.

No estagio N, para o grupo NO, foram 12 pacientes, destes, 11 pacientes
tiveram marcacgdo negativa no tumor e apenas uma marcacao positiva. Para o grupo
N+, foram 29 pacientes, sendo 28 marcac¢des negativas no tumor e apenas uma
positiva. No estroma, para o grupo NO, foram 4 marcacdes negativas e 8 positivas.
Para o grupo N+ foram 7 marcac¢des negativas e 22 positivas.

No estagio M, para o grupo MO, observamos que 20 casos foram negativos no
tumor e apenas um positivo. Para o grupo M+, foram 20 pacientes, destes, 19 casos
foram negativos no tumor e apenas um foi positivo. No estroma, para o grupo MO,
foram 4 marcacdes negativas e 17 positivas. No grupo M+ foram 7 marcacdes
negativas e 13 positivas.

Em relacdo ao estadiamento clinico, no grupo | + II, foram 5 pacientes, sendo
4 casos de marcagao negativa no tumor e apenas um caso de marcacao positiva. No
grupo Il + IV, foram 36 pacientes, sendo 35 casos negativos no tumor e apenas um
caso positivo. No estroma, para o grupo | + Il, foram 2 casos negativos e 3 positivos.
No grupo Il + 1V, foram 9 casos de marcagéo negativa e 27 de marcacao positiva.

Observado a sobrevida global, evidenciamos que para o grupo <5 anos, foram
33 pacientes, sendo 31 casos de marcagao negativa no tumor e apenas 2 casos de
marcagao positiva. Para o grupo >5 anos, foram 8 pacientes, onde todos tiveram
marcagao negativa e nenhum caso foi positivo. Para o estroma, no grupo <5 anos, 10
pacientes tiveram marcacao negativa, e 23 casos foram positivos. Para o grupo >5
anos, apenas um caso teve marcacao negativa e 7 casos foram positivos.

N&o foi encontrada nenhuma diferenga estatisticamente significante entre a
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intensidade de marcacéo de vimentina, tanto para a area do tumor como estroma, e

0s parametros clinico-patologicos (Tabela 3).

Tabela 3 - Correlacéo entre a expressao imuno-histoquimica de Vimentina e as variaveis
clinico-patoldgicas dos CECs.

N° de casos Tumor P-value Estroma P-value
(N=41) Vimentina+ Vimentina- Vimentina+ Vimentina-
Idade
<59 anos 24 0 24 18 6
260 anos 17 2 15 0,166 12 5 1,000
Género
Feminino 6 0 6 1 5
Masculino 35 2 33 1,000 25 5 1,000
Etnia
Brancos 30 2 28 20 10
Nao brancos 11 0 11 1,000 10 1 0.233
Localizacdo
Oral 31 2 27 21 10
Outros 10 0 10 1,000 8 2 0.128
Grau histopatoldgico
BD 24 2 22 19 5
MD + PD 17 0 17 0,495 11 6 0,489
Estadio T
T1+T2 9 1 8 5 4
T3+T4 31 1 30 0,395 25 6 0.217
Estadio N
NO 12 1 11 8 4
N+ 29 1 18 0,505 22 7 0,701
Estadio M
MO 21 1 20 1,000 17 4
M+ 20 1 19 13 7 0,306
Estadiamento clinico (TNM)
[ +1 5 1 4 3 2
"+ v 36 1 35 0,232 27 9 0,598
Sobrevida global
<5 anos 33 2 31 23 10
>5 anos 8 0 8 1,000 7 1 0412

BD: bem diferenciado, MD: moderadamente diferenciado; PD: Pobremente diferenciado
Fonte: Autoria propria.

5.3 Expressao imunoistoquimica do Ki-67 em amostras de CECCP

Na avaliacdo da proliferagao celular do Ki-67, 46 pacientes foram avaliados
(Tabela 4). Em relacao ao critério de idade, 27 pacientes foram classificados no grupo

<59 anos e 19 pacientes no grupo = 60 anos. Dos 27 pacientes, 13 tiveram marcacao
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<40% do cilindro e 14 pacientes >40%. Para o grupo = 60 anos, foram 11 pacientes
com marcagéo <40% e 8 pacientes >40%.

Com relacdo ao género, 39 pacientes eram masculinos e 7 femininos. Do grupo
masculino, 20 pacientes tiveram marcacdo <40% de area e 19 pacientes tiveram
marcacdo em uma éarea de >40%. Do grupo feminino, foram 4 pacientes com
marcacgao <40% e 3 pacientes >40%.

Quando avaliado a etnia, a maior parte dos pacientes eram brancos. Foram
classificados 32 pacientes brancos e 14 n&o brancos. Do grupo dos brancos, 19
pacientes tiverem marcacao <40% de area e 13 pacientes >40%. Do grupo dos nao
brancos, foram 5 pacientes com marcacao <40% de area e 9 pacientes >40%.

Quanto a localizacdo, para os casos de cancer oral foram 33 pacientes e para
outras localiza¢gfes 13 pacientes. Para o primeiro grupo observamos que 17 pacientes
tiveram marcacdo <40% de area e 16 pacientes >40%. Para o grupo de outras
localizacdes foram 7 casos com marcagdo <40% de &rea e 6 casos em =>40%.

Quando comparado ao grau histopatoldgico, os casos bem diferenciados foram
um total de 26 pacientes, e 0s casos moderadamente e pobremente diferenciado
foram 20 pacientes. Para o primeiro grupo, encontramos 17 pacientes com marcacao
<40% de area e 9 pacientes com marcacdo em >40%. Para o segundo grupo, foram
7 pacientes com marcacao <40% de area e 13 pacientes com marcacao em =>40%.

Observado o estadio T, para o grupo T1+T2, foram 11 pacientes. Para o grupo
T3+T4 foram 35 pacientes. Para o primeiro grupo, encontramos 5 pacientes com
marcacao <40% de area e 6 pacientes com marcacdo em >40%. Para o segundo
grupo, foram 19 pacientes com marcacdo <40% de area e 16 pacientes com marcacao
em =>40%.

Em relacdo ao estadio N, para o grupo NO foram 16 casos, sendo 10 com
positividade em <40% de area e 6 com marcagdo em >40%. Para o grupo N+ foram
30 casos, sendo 14 pacientes com marcacdo <40% de area e 16 pacientes com
marcagéao em >40%.

No estadio M, para o grupo MO foram 23 casos, sendo 12 com positividade em
<40% de &rea e 11 com marcagdo em >40%. Para o grupo M+ foram 23 casos, sendo
12 pacientes com marcacao <40% de area e 11 pacientes com marcacdo em >40%.

O estadiamento clinico (TNM), para o grupo | + Il, foram 7 casos, sendo 3

pacientes com marcacdo <40% de area e 4 pacientes com marcacdo em >40%.
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Observamos a maior parte dos casos no grupo Il + 1V, totalizando 39 casos, sendo
21 pacientes com marcacao <40% de area e 18 pacientes com marcacdo em >40%.

Para a sobrevida global, a marcacao de Ki-67 >40% foi associada com uma
sobrevida global menor que 5 anos (p=0,05), com 100% dos pacientes com alta
expressao de Ki-67 apresentando 6bito em um periodo menor que 5 anos. A tabela 4
resumo os resultados encontrados entre a porcentagem de expresséo de Ki-67 e os
parametros clinico-patologicos dos casos de CECCP estudados.

Tabela 4 - Correlacéo entre a expressao imunoistoquimica de Ki-67 e as variaveis
clinico-patoldgicas dos CECs.

N° de casos Ki-67

(N=46) < 40% >40% P-value
Idade
<59 anos 27 13 14
260 anos 19 11 8 0,562
Género
Feminino 7 4 3
Masculino 39 20 19 1,000
Etnia
Brancos 32 19 13
Né&o brancos 14 5 9 0,202
Localizagéo
Oral 33 17 16
Outros 13 7 6 1,000
Grau histopatoldgico
BD 26 17 9
Estadio T
T1+T2 11 5 6
T3+T4 35 19 16 0,734
Estadio N
NO 16 10 6
N+ 30 14 16 0,364
Estadio M
MO 23 12 11
Estadiamento clinico (TNM)
I+ 11 7 3 4
I+ 1v 39 21 18 0,694
Sobrevida global
< 5 anos 41 19 22 N
>5 anos 5 5 0 0,05

BD: bem diferenciado, MD: moderadamente diferenciado; PD: Pobremente diferenciado
Fonte: Autoria prépria
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5.4 Expressao imunoistoquimica de Ciclina D1 em amostras de CECCP

Na avaliacao da proliferacao celular da ciclina D1, 46 pacientes foram avaliados
(Tabela 5). Em relacao ao critério de idade, 27 pacientes foram classificados no grupo
<59 anos e 19 pacientes no grupo = 60 anos. Dos 27 pacientes, 19 tiveram marcacao
<20% do cilindro e 8 pacientes >20%. Para o grupo > 60 anos, foram 12 pacientes
com marcacédo <20% e 7 pacientes >20%.

Quanto ao género, 39 pacientes eram masculinos e 7 femininos. Do grupo
masculino, 26 pacientes tiveram marcacgédo <20% e 13 pacientes tiveram marcacao
em uma area de >20%. Do grupo feminino, foram 5 pacientes com marcag¢éo <20% e
2 pacientes >20%.

Para a etnia, foram 32 pacientes brancos e 14 n&do brancos. Do grupo dos
brancos, 21 pacientes tiverem marcacdo <20% de area e 11 pacientes >20%. Do
grupo dos nédo brancos, foram 10 pacientes para marcac¢éo <20% e 4 pacientes >20%.
Quanto a localizagao, para os casos de cancer oral foram 33 pacientes e para outras
localizacBes 13 pacientes. Para o primeiro grupo foram 20 pacientes com marcacao
<20% de area e 13 pacientes >20%. Para o grupo de outras localiza¢des foram 11
casos com marcacdo <20% de area e 2 casos em >20%.

Observado o grau histopatolégico, os casos bem diferenciados totalizaram 26
pacientes, e 0s casos moderadamente e pobremente diferenciado foram 20 pacientes.
Para o primeiro grupo, encontramos 17 pacientes com marcacao <20% de area e 9
pacientes com marcacdo em >20%. Para o segundo grupo, foram 14 pacientes com
marcacao <20% de area e 6 pacientes com marcacdo em >20%.

Em relacdo ao estadio T, para o grupo T1+T2, foram 11 pacientes. Para o grupo
T3+T4, foram 35 pacientes. Para o primeiro grupo, encontramos 7 pacientes com
marcacao <20% de area e 4 pacientes com marcacdo em >20%. Para o segundo
grupo, foram 24 pacientes com marcacédo <20% de area e 11 pacientes com marcacao
em >20%.

Para o estadio N, para o grupo NO foram 16 casos, sendo 10 com positividade
em <20% de area e 6 com marcacdo em >20%. Para o grupo N+ foram 30 casos,
sendo 21 pacientes com marcacao <20% de area e 9 pacientes com marcacao em
>20%.
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No estadio M, para o grupo MO foram 23 casos, sendo 14 com positividade em
<20% de area e 9 com marcacgdo em >20%. Para o grupo M+ foram 23 casos, sendo
17 pacientes com marcacao <20% de area e 6 pacientes com marcag¢ao em >20%.

O estadiamento clinico (TNM), foi observado para o grupo | + 1l, 7 casos, sendo
3 pacientes com marcacao <20% de &rea e 4 pacientes com marcacdo em >20%.
Para o grupo lll + 1V, foram 39 casos, sendo 28 pacientes com marcacado <20% de
area e 11 pacientes com marcacdo em >20%.

Avaliamos a sobrevida global em 41 pacientes para o grupo <5 anos e 5
pacientes para o grupo >5 anos. Para o primeiro grupo, foram 28 pacientes com
marcacao em <20% de &rea e 13 pacientes com marcacao em >20%. Para o grupo
>5 anos, foram 3 pacientes com marcacdo em <20% de area e dois pacientes com
marcacgao em >20%.

N&o foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significante entre a
porcentagem de marcacgao da ciclina D1 e as variaveis clinico-patologicas dos CECs
(Tabela 5).
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Tabela 5 - Correlacdo entre a expressao imuno-histoquimica de Ciclina D1 e as
variaveis clinico-patolégicas dos CECs.

N° de casos Ciclina D1 boval
-value
(N=46) < 20% > 20% val
Idade
<59 anos 27 19 8
260 anos 19 12 7 0,752
Género
Femln?no 7 5 2 1.000
Masculino 39 26 13
Etnia
Brancos 32 21 11
N&o brancos 14 10 4 1,000
Localizagéo
Oral 33 20 13 0160
Outros 13 11 2 '
Grau histopatoldgico
BD 26 17 9
MD + PD 20 14 6 1,000
Estadio T
e ! ! 4 1,000
T3+ T4 35 24 11 '
Estadio N
NO 16 10 6
N+ 30 21 9 0,744
Estadio M
MO 23 14 9
M+ 23 17 6 0,530
Estadiamento clinico (TNM)
I+ 11 7 3 4
1+ 1v 39 8 11 0,193
Sobrevida global
<5 anos 41 28 13
1,000
> 5 anos 5 3 2

BD: bem diferenciado, MD: moderadamente diferenciado; PD: Pobremente diferenciado
Fonte: Autoria propria.
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6 DISCUSSAO

O CEC é o tipo histolégico mais comum de céncer de cabeca e pescoco.
Embora seu diagndstico seja quase sempre baseado nos achados histopatoldgicos,
lesbes que apresentam um padrao mais indiferenciado (ndo queratinizantes), podem
se tornar indistinguiveis de outras neoplasias malignas (adenocarcinoma, melanoma,
linfoma e sarcoma), necessitando de exames complementares por IQ para
confirmacédo do diagnéstico®. No presente estudo, investigamos através da 1Q a
relacdo de anticorpos de diferenciacdo e proliferacdo celular em carcinomas de
cabeca e pescoco, correlacionando-os com as informacdes clinicas dos casos
estudados.

A relacdo da expressdo imuno-histoquimica do CD10 como marcador de
superficie celular em casos de neoplasias malignas vem sendo investigada ha algum
tempo. Ele é expresso em uma série de doencas malignas provenientes do rim,
pulmao, pele, pancreas, préstata, figado, mama, estémago, colo do Utero e bexiga's.
Além de varios estudos mostrarem sua associa¢cdo com metastase®s.

Em um ensaio clinico laboratorial'®, os autores abordaram a possivel relevancia
do CD10 para o fendtipo de células tronco tumorais (Cancer stem cell - CSC) e
descobriram que a subpopulagdo CD10 positiva formou esferas in vitro e tumores in
vivo de forma mais eficiente do que a subpopulacdo CD10 negativa, indicando que
este marcador esta intimamente relacionado a tumorigenicidade e capacidade de auto
renovacdo. No entanto, no presente trabalho, os casos CD10 negativos na marcacao
tumoral foram os que apresentaram pior prognostico (31 casos de 37 avaliados), com
sobrevida global menor que 5 anos ap6és o diagnéstico. Consequentemente, foram os
casos que apresentaram pior estadiamento clinico (lll e IV), 29 casos CD10 negativo
contra 6 casos positivos, indicando, portanto, resultado divergente em termos de
prognastico.

Em um outro estudo onde avaliou-se o valor diagndstico do CD10 nas lesbes
benignas da tireoide e no carcinoma papilar da tireoide*?, os autores concluiram que
este marcador pode ser usado na distingdo de ambas as lesdes, no entanto, para usa-
lo como ferramenta de diagnostico e prognostico, deve-se considerar um tamanho
maior da amostra, além de definir sua sensibilidade e especificidade. No presente
estudo, os casos estudados tiveram uma limitacdo em relagdo ao numero de casos

que possuiam informacdes clinicas completas nos prontuarios médicos avaliados,
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além de material histolégico suficiente para confirmacao diagndstica e novos testes
laboratoriais. Vale ressaltar que a maioria dos trabalhos nédo relaciona a expresséao do
marcador com os dados clinicos dos pacientes, avaliando somente o tipo de alteracéo
que ocorre, através de estudos moleculares, ndo ocorrendo, portanto, limitacdes no
nimero das amostras®45°°,

A Vimentina € considerada um marcador de células mesenquimatosas,
associadas com componentes do citoesqueleto e adesGes de membrana?°. Estudos
de carcinomas epiteliais em humanos, como carcinoma de mama, carcinoma
hepatocelular, carcinoma do célon e adenocarcinoma da préstata, mostraram que a
expressdo de vimentina pode ser correlacionado com a invasdo do tumor e pior
prognostico®:575859 Em um estudo onde avaliou-se a expressdo da vimentina em
casos de CEC oral, os autores concluiram que a superexpressao deste marcador esta
intimamente associado com recorréncia local?®. No presente estudo, ndo foi
encontrado diferencas estatisticamente significantes entre o padréo de expresséao de
vimentina e os parametros clinico-patoldgicos relacionados ao pior prognaéstico.
Provavelmente estes resultados podem estar relacionados com a area de material
colhido para analise laboratorial, ndo apresentando, portanto, uma area téo
representativa da lesdo. Segundo Cortegoso et al®0., (2017), as caracteristicas
histolégicas dos CEC oral podem ser muito diferentes de uma area para outra dentro
do mesmo tumor. Eles acreditam que o local mais apropriado para prever o
prognaostico é a regido fronte de invasao tumoral (Tumor invasion front — TIF), que é
caracterizado por células com menor grau de diferenciacdo e maior grau de
dissociacao celular em comparacdo com outras partes do tumor. Dessa forma, a
utilizacéo da técnica do TMA pode nédo ser adequada quando realizam-se pesquisas
com marcadores como a vimentina.

O Ki-67 é expresso em todas as fases do ciclo celular exceto a GO e é
considerado um marcador de proliferacdo que reflete o total de fracao das células que
proliferam em um tumor®%.62, A maioria dos estudos que correlaciona esse marcador
com os CECCP néo estabelece comparacgdes clinico-patoldgicas. Cortegoso et al®,,
(2017), estudaram a relacéao de proliferacao de dois marcadores (Ki-67 e AQNOR) em
CEC oral. Eles observaram a associagdo desses marcadores em cinco
estudos®364.6566.67 e notaram resultados contraditérios, relacionado principalmente
nas diferencas de metodologias e tamanho das amostras, ou a combinacéo desses

fatores. Os achados do presente trabalho mostraram que uma marcacao de Ki-67
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maior que 40% foi estatisticamente relacionada com uma sobrevida global menor que
5 anos (p<0,05), sugerindo uma relacdo da alta expressdo de Ki-67 com um pior
prognostico. No entanto, no estudo de Cortegoso et al®., (2017) néo foi observado
relacionamento claro entre progndstico, metastase regional e proliferacao celular na
TIF (Tumor invasion front — TIF), avaliado pela imunocoloracéo de Ki-67 e AgNOR.
Contudo, os resultados deles demonstraram maior tendéncia de células positivas Ki-
67 com pior estadiamento clinico (estagio IV), mas ndo foi estatisticamente
significativo. Esses achados foram compativeis com o trabalho de Tumuluri et al®b.,
(2004) que demonstraram uma relacéo entre estagio clinico avancado (estagios Ill e
IV) em os casos de CEC oral com maior intensidade de marcacéo para Ki-67, quando
comparados aos casos com estagio clinico inicial da doenga (estadio | e 1l). Em um
outro trabalho, os autores afirmaram que o Ki-67 ndo possui valor prognéstico para o
CEC oral®®, mas essa situacdo pode ser explicada porque o Ki-67 marca a fragéo total
das células em proliferacdo, em todas as fases do ciclo celular, exceto na GO, onde
ficam negativas as células quiescentes®. No entanto, Gonzalez-Moles et al®®., (2010)
afirmaram que a velocidade da proliferacao é provavelmente o fator progndstico mais
atil, uma vez que implica maior risco de adquirir eventos oncogénicos tardios e
fornecem subclones de células tumorais com maiores capacidades invasivas.

A ciclina D1 desempenha um papel importante na ativacdo da progressao do
ciclo celular e sua expressédo mostra-se aumentada em 30% a 50% dos pacientes com
CECCP®°. A expressédo aumentada de ciclina D1 é mais comumente relacionada com
fatores como a extenséo do tumor, metastases regionais e estagio clinico avangado®®.
Em um estudo onde foi avaliado 48 casos de CECCP, a maioria da amostra evidenciou
fraca expressdo para Ciclina D1 (43,75%), seguida de marcacao intermediaria
(37,5%) e marcacéo forte em apenas 9 casos (18,8%)"L.

Quando avaliaram a associacdo da expressdo da Ciclina D1 com o grau do
tumor, seus resultados ndo evidenciaram associacdo estatistica significante (p =
0,73)". No entanto, quando analisaram comparativamente a expresséo da Ciclina D1
com o estagio tumoral, demonstraram significancia estatistica (p = 0,02). Também
interpretaram a associacdo deste marcador com metastase dos linfonodos e
concluiram que havia relevancia estatistica (p = 0,008).

No presente trabalho, a expressao da ciclina D1 alterada n&o foi correlacionada
com nenhum parametro clinico-patologico que indica pior prognostico. Esses

resultados também foram compativeis com o trabalho de Zhien et al’2., (2012) que
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também nao evidenciaram associacao significativa com da expressao alterada de
ciclina D1 e um pior prognéstico. No entanto, quando Dhingra et al’l., (2017),
avaliaram a associacdo da expressdo da ciclina D1 com metastase dos linfonodos,
descobriram uma associagdo significativa (p = 0,008), que foi compativel com os
trabalhos de Das et al”3., (2011), que evidenciou expresséo da ciclina D1 associada a
linfonodos metastaticos (p< 0,02). Esses resultados ndo evidenciam que a Ciclina D1
€ um marcador absoluto de progndstico, mas sugere que o aumento do seu nivel,
juntamente com outros oncogenes, contribui no processo da progressdo tumoral’.
Vale a pena destacar que o presente estudo apresenta limitacdes no que diz
respeito ao numero baixo de amostras proveniente da auséncia de informacdes
clinico-patoldgicas e de descricdo das evolugbes nos prontuarios meédicos. Estudos
de natureza epidemioldgica necessitam de uma amostra consistente das informacgdes
clinicas e, portanto, todos os profissionais envolvidos no preenchimento de fichas e
prontuarios devem considerar o fato que esses arquivos serdo de muita relevancia

para estudos futuros.
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7 CONCLUSAO

e A expressdo imuno-histoquimica de Ki-67 foi correlacionada com menor

sobrevida global em pacientes com CECCP.

e A expressao imuno-histoquimica alterada de ciclina D1, vimentina e CD-10 n&o
demonstraram correlacdo com pior prognostico nos pacientes com CECCP

incluidos neste estudo.

e A auséncia de informacfes clinicas em prontuarios médicos representa um
grande desafio para o desenvolvimento de pesquisas que busca encontrar

novos marcadores de prognosticos.
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Apresentacao do Projeto:

O estudo propde compreender melhor os mecanismos envolvidos na oncogénese viral
e sua correlagcdo com a expressdo de marcadores de diferenciacao/proliferacao
celular e exossomos, 0s quais visam estabelecer protocolos terapéuticos com
impacto no prognoéstico e sobrevida destes pacientes. Além disso, pela
metodologia empregada, teremos a oportunidade de poder identificar subgrupos do
CECCP, contribuindo com classificacdes modernas propostas pela OMS.
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progressao tumoral, e considerando a proposta de classificacbes modernas destes
tumores, bem como de dados de prevaléncia variavel de infecgdo viral, com
implicAncias no progndstico e tratamento, o objetivo do presente estudo sera
analisar comparativamente em uma ampla série de CECCPs, através de IQ, HIS e
biologia molecular, o perfil da oncogénese viral e sua correlacdo com a proliferacdo
e diferenciacdo celular, bem como definir o padréo da expressdo de exossomos,
visando uma compreensdo mais abrangente das caracteristicas clinicopatolgicas

destas neoplasias.
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