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Resumo

Objetivo: Estudar a expressdo da Galectina-3 e a distribuicdo das proteinas de matriz,
laminina, fibronectina e colageno IV, 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. Casuistica e Material:
Foram estudadas por método imunohistoquimico 30 amostras teciduais de 26 pacientes com
diagndstico de Carcinoma de Nasofaringe (CNF), cujos blocos parafinados estavam
arquivados no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.
Aslaminas foram revisadas e reclassificadas de acordo com a classificacdo de 2005 da WHO.
As proteinas de matriz e a galectina3 foram analisadas por método imunohistoquimico.
Resultado: A andlise mostrou que a media etaria foi de 48anos, com o pico de prevaléncia
entre 60 a 69 anos, e predominancia do sexo masculino de 2:1. O Carcinoma Escamoso N&o
Ceratinizante Indiferenciado (CENCI) foi mais comuns em 23 amostras (76,7%), O
Carcinoma Escamoso Néo Ceratinizante Diferenciado (CENCD) em 4 amostras (13.3%) e
Carcinoma Escamoso Ceratinizante (CEC) em 3 amostras (10,0%). A expressdo da laminina
gue normal mente é restrita a parede dos vasos e nalamina 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 correlacéo
positiva da laminina, fibronectina e galectina-3 em 7 amostras (23,3%) e entre laminina e
galectina-3 em 1lamostras (36,6%). Tivemos um caso de CEC na recidiva de um CENCD.
Conclusao: A expressao positiva da Galectina-3 e dalaminina ndo apresentaram significancia
estatistica quanto a agressividade tumoral e a sobrevida dos pacientes. A presenca da
fibronectina parece reduzir a chance de recidiva do tumor e também sobrevida maior , ao

contrario dalaminina e da galectina-3.
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Abstract

Objectives: Analyze the expression of galectin-3 and distribution of matrix proteins, laminin,
fibronectin and collagen 1V, 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 in 30 tissue samples of 26 patients diagnosed with NPC
were archived in the Pathology Department of Botucatu of Medical School, Sdo Paulo State
University, UNESP, Brazil. The slides were reviewed and reclassified according to the WHO
classification of 2005. The matrix proteins and galectin-3 analyses were performed by
immunohistochemistry. 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 sguamous cell carcinoma
(UNKSCC) was predominant in 23 samples (79%), differentiated non-keratinized squamous
cell carcinoma (DNKCC) was found in 4 samples (13.3%) and keratinized squamous cell
carcinoma (KCC) 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.
There was one case of KCC in recurrence of DNKCC. Conclusions: The statistical analysis
was not conclusive, maybe because of the sample size. Nevertheless, fibronectin presence
seems to reduce the chance of tumor recurrence and aso, increase the surviva rate,

differently from laminin and galectin-3.
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1. Introdugdo

As neoplasias de cabega e pesco¢o compreendem os carcinomas originarios do
epitélio da cavidade oral, faringe, laringe, nariz e cavidades paranasais. O cancer de cabeca e
Pescoco esta entre os cinco mais frequentes no sexo masculino e 0s oito mais comuns entre as
mulheres?. Sua epidemiologia é complexa devido & natureza multigénica da doenca e
também ao niimero potencial de agentes ambientais envolvidos nesse tipo de cancer®.

O indice de mortalidade é alto em CCECP visto que de 40.000 casos novos
ocorrem aproximadamente 12.300 mortes a0 ano>®’. A proporcéo entre homens e mulheres é
de 1,5:1, embora ela esteja diminuindo ao longo dos anos®,

O gue € pouco compreendido sdo casos de CCECP em individuos jovens com
pouca ou henhuma exposi¢cdo a carcindégenos. Uma das possibilidades seria, na maioria das
vezes, a ocorréncia de um padréo de heranca mendeliana por um gene defeituoso e ndo por
mutacOes enzimaticas. Até ha 02 décadas nenhum gene tinha sido identificado com esse tipo
de transmiss3o genética, mas o relato feito por Yarbrough et al., (1996)°, em uma familia com
uma mutagdo no gene supressor pl6 associado a CCECP, sem exposi¢cdo ao tabaco e dcool,
corroboraram esse conceito.

Atualmente admite-se que em neoplasias epiteliais, estima-se a ocorréncia de
trés a seis mutagcdes em genes criticos. Mutacbes em genes adicionais resultariam no aumento
da proliferacéo e desorganizacao celular, na progressao tumoral, invasdo e metéstase™.

Embora o risco de desenvolver CCECP sgja potencializado, principalmente
entre os tabagistas e etilistas, individuos com CNF ndo tem esses fatores de risco ambientais
t&o presentes, devendo entdo, estarem presentes genes de susceptibilidade ou de predisposicéo

para que ele ocorra™™*?,
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Para Geisler et al., (2001)™, ndo sb a presenca de fatores de risco ambientais
associados a determinadas regifes como 0 Sudeste Asiaticos e ou etigenias podem mostrar
uma predisposicdo para 0 CNF, mas que também nesses individuos podem ser observadas
variagbes como um polimorfismo mutacional, metabolizagdo de enzimas, como a glutathione
S-transferase, que interferem no ciclo celular e na duplicagdo do DNA.

Assim, conceituamente Carcinoma de Nasofaringe (CNF) é uma neoplasia
epiteliadl maligna, com evidéncias, a microscopia Optica e eletronica, de diferenciacdo
escamosa™*. O CNF possui uma distribuicéio geogréfica e racial distinta e uma etiologia multi-
fatorial®*. E raro nos EUA e em europeus de origem caucasiana’*°. Nos EUA aincidéncia é
de 1 a 7 casos para 100.000 individuos, com distribuicdo por sexo de 2.4:1 em relacdo sexo
masculino e feminino. Entretanto, em paises Asiaicos como China, Tailandia, Filipinas,
Vietnan e outros do norte da Africa (Argéia e Marrocos), Canada e Alaska aincidéncia é alta,
de cerca de 150 a 500 casos por 01 milhdo de habitantes/ano™"*#*°. 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 notaram que o pico de maior incidéncia ocorre apds os
30 anos, sendo maior entre os 40-60 anos, e com declinio apés esta idade®.

No Brasil é uma neoplasia rara, mesmo em descendentes de individuos
oriundos de regides de alta incidéncia de CNF?*#'. Uma das hip6teses para esta distribuicéo
geografica e demogréfica tdo especifica do CNF, exceto o Brasil, seria uma suscetibilidade
genética dessas populacbes a infeccdo pelo virus Epstein-Barr (EBV) e a fatores ambientais
(dietéticos e ndo dietéticos)>*"*°. A constante associacdo do EBV com o CNF independente
da etnia, indica a importancia deste virus como um oncogene relacionada a essa neoplasia’.
Outros fatores envolvidos sdo: exposi¢do ocupacional ao cigarro, fumagas e poeiras quimicas,
exposicao ao formoldeido e a irradiagdo™%. O CNF é classificado, segundo OMS, nos sub-

tipos. Carcinoma Escamoso Ceratinizante (CEC), Carcinoma Escamoso N&o Ceratinizante
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Indiferenciado (CENCI), Carcinoma Escamoso N&o Ceratinizante Diferenciado (CENCD) e o
sub tipo Basaldide que perfaz menos de 0,2% dos casos. O sub-tipo mais comum é o
Carcinoma Escamoso Néo Ceratinizante Indiferenciado, que perfaz cerca de 92% dos casos.
Nestes a associagdo com EBV é de 100%">%%. O CNF, principalmente em individuos jovens,
se caracteriza por sua notoria agressividade, com infiltracdo extensiva loco regionadl,
metéstase para os linfonodos, principalmente do pescoco e disseminagdo hematogénica. Os
sitios mais comuns da disseminacdo a distancia sdo: ossos, pulmd e figado®. O
estadiamento, segundo o sistema TNM especifico para 0 CNF ndo consegue predizer, com
acurécia adequada, a disseminaczo e o progndstico desta neoplasia®™ .

Consideragdes sobre biologia molecular aplicada em cancer

O ciclo celular é classicamente dividido em 4 fases: DNA synthesis (S), mitose
(M), e os dois intervalos entre as fases durante os quais as células preparam o DNA para
replicacdo (G1) ou condensagéo e separagcdo cromossomica (G2). As fases G1 e G2 séo
criticas, pois erros podem provocar mutagénese ou separacdo inadequada de cromossomos, 0
que induz a morte celular (apoptose) e predispde a perda de controle do crescimento celular.
A fase G2 do ciclo celular é a mais importante porque, na auséncia de danos ao DNA, a
progressdo dentro da fase S assegura que o ciclo pode ser completado. E a ativagio das
citoquinoses (CDKY e CDKG) o primeiro sina que permite as células progredirem para a
fase G1, iniciada na fase $*"%.

As citoquinases tém acdo reguladora da fosforilagéo e ligagéo, por exemplo, da
familia p16, com as CDKs inibidoras”’. Mutagbes sométicas da pl6 sdo frequentemente
associadas com varios tumores incluindo os pulmonares, da cabeca e pescoco, do eséfago, da
bexiga e hematol 6gicos?®.

Em cancer a pesquisa de marcadores bioldgicos teriam acdo de preditores de

comportamento tumoral como os receptores de fator de crescimento (C-ERB), os fatores de
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crescimento endotelial, fatores que controlam o ciclo celular como o p27 e talvez o fator mais
estudado em cancer de cabega e pescogo, 0 gene supressor tumoral TP53. Este gene codifica
uma proteina, a p53, responsavel pela regulacdo da sintese do DNA, reparacdo e apoptose™.
Aproximadamente 50% dos CCECP contém uma mutacdo no gene TP53. Também genes
mediadores do apoptose como o BCL-2 (inibidor) e BAX (acelerador) podem ser
considerados como marcadores neoplésicos. A proporcdo BCL-2/BAX é indicativo de bom
prognéstico em individuos com CCECP®.

Outros marcadores bastante estudados séo as ateragdes citogenéticas. Ganhos
e perdas cromossdmicas tém sido identificados por citogenética molecular, sugerindo o
envolvimento de oncogenes e genes supressores tumorais™.

As alteragdes mais conhecidas em CCECP s&o as que envolvem perdas nos
cromossomos 3p, 5q, 79, 8p, 9p, 119, 13p, 14p, 15p e 18q, enquanto os ganhos envolvem os
cromossomos 1q, 3q, 8q, 15q e a regido 11q13*. As ateracBes estruturais recorrentes
descritas s#0: isocromossomos 8q, delecdes 3p e regido homogeneante coradas 1113,

Bockmiihl et al. (1998)* mostraram em individuos com CCECP perdas e ou
delecdes envolvendo 2q (19 alteragdes em 50 casos) e 2q 22 (4 alteragOes em 3 casos).

Também classes de biomoléculas foram estudadas devido a sua importancia na
progressdo de adesdo célula-matriz extracelular e céula-célula. Por exemplo, modificacfes no
nivel de expressdo de matriz nuclear e na organizagdo na membrana basal tém sido
correl acionadas com a progressdo e prognéstico de individuos com CCECP®®, Conhecendo
o potencial de atividade molecular dessas biomoléculas, constituidas por oligassacérides,
atencdo precisa ser dada para as interages proteinas-proteinas como unidades codificadoras e
receptoras formando o que se denominam de “epitopes’, ou sga, proteina marcada por um
anticorpo especifico, como as lectinas endégenas, regulando as interagbes e atividades

celulares®.
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Esses “epitopes’, como a expressdo da lectina marcada por anticorpos
exogenos, pode ser um método promissor de analisar a atividade tumoral. Outro tipo de
proteing, as galectinas, devido a seu envolvimento em vérias atividades incluindo a jungdes,
apoptose e interacdo matriz-célula, podem influenciar varios dos aspectos de comportamento
tumoral, como ainvasdo de tecidos adjacentes e metéstases |ocorregional mente® .

Uma das principais caracteristicas clinicas do CCECP, inclusive o CNF, é a
sua capacidade de invadir tecidos adjacentes e dar metéstases locorregionais. Invasdo de
células cancerosas, metédstases e angiogéneses € um processo complexo envolvendo a
cooperacdo de inimeras enzimas proteoliticas secretadas pelo tumor ou pelas células do
hospedeiro e cujos substratos incluem componentes extracelulares da matriz*. Evidéncias
sugerem que essas “metaloproteinases matrix (MMPs)” e seus inibidores fisiologicos
tissulares (TIMPs) podem ter um importante papel na progressio dos CCECP**.

As MMPs sdo uma familia de endopeptases, dependentes do zinco e célcio
extracelulares, com acdo enzimética contra quase todos 0s componentes protéicos da matriz
extracelular. Baseando-se nas propriedades e estruturas protéicas e substratos especificos, as
MMPs podem ser divididas em 4 subclasses™. A primeira subclasse, com tipos I, Il e I1l de
colégeno fibrilar, € composta de MMP1 (colageno intersticial), MMP-13 (colagenase-3) e
MMP-18 (colégeno neutrofileco). A segunda subclasse, lisinas estromaticas, incluem 4
membros. MMP-7 (Matrilysin) contendo um pequeno nimero de propriedades, como de
atividades cataiticas, MMP-3 (Stromelysin-1) MMP-10 (Stromelysin-2), e MMP-11
(Stromelysin-3), que contém propriedades adicionais de carboxy-terminal hemopex. Estas
lisnas tém uma grande especificidade no substrato e sdo capazes de degradar muitos
componentes extracelulares como as lamininas, fibronectinas e proteoglicinas™. Matrix
metalloproteinase 2 (gelatinase-A) e MMP-9 (gelatinase-B) sdo agrupadas em uma classe

separada baseada na presenca de propriedades semelhantes a fibronectina. Galectinas séo
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capazes de clivar tanto as formas desnaturadas de coléagenos como do colageno tipo 1V
encontrados na membrana basal. Matrix metalloproteinase 2 e MMP9 também contém
receptores para gelatinases. O Ultimo grupo de MM Ps contém receptores de membranas (M T-
MMPs), os quais sdo compostos 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 clinica processar a sequéncia hidrofobica no C-terminal, o qual permite a
insercdo de proteinas dentro da membrana celular.

Expressdo das atividades das MMPs podem ser controladas ao nivel da
transcricdo génica, pela ativagdo das proenzimas e por um nimero grande de inibidores
especificos. As células tumorais induzem as células dos hospedeiros do estroma adjacente a
Secretarem essas enzimas ou vice-versa. A maioria dos MMPs s0 secretoras com proenzimas
latentes que sofrem uma clivagem proteolitica de propriedades aminoterminal durante a
ativacdo. As atividades de MMPs é determinada pela quantidade de proenzimas expressadas,
tempo que demora a ativacgao e pela concentragcdo de inibidores das MMPs, isto é, TIMPs.

Inibidores tissulares de MM Ps compreendem no minimo 4 membros, e, juntos,
eles fornecem um mecanismo forte de regulacdo da funcéo e ativacdo das MMPs. Estes
inibidores de MMP-1 e TIMP-2 tem peso molecular de 28.5 e 21.0 Kd. Eles podem inibir as
colagenases, MMP-3 e as gelatinases. Inibidores tissulares de MMP-2 ligam-se
preferencialmente as MM P-2, mas também inibem as atividades de MMP-1, MMP-3, MMP-7
e MMP-9 (Umenish et al., 1991)*. A expressio dessas enzimas e inibidores tissulares parece
ter um papel importante nainvasdo tumoral e nas metasteses.

Muitas destas proteinas estdo localizadas em éreas especializadas denominadas
microdominio. AlteracBes nos microdominios e seus componentes estdo relacionados ao
processo de transformacdo maligna, a que foi observada em melanomas, cancer de mama,

colon e pulmao®“°.
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A galectina-3 previamente descrita como proteina de ligacdo IgE, CBP35,
Mac-8,L-29, L3 1, L-34. Naligagcdo com a B-gaactoside, une-se a por¢éo de carboidratos
das glicoproteinas e ou de glicolipidios da superficie celular. A galectina-3 ndo esta presente
no microdominio transmembrana, mas sim na superficie celular e nos componentes
extracelulares em 3 dominios: NH2-terminal, COOH-terminal e uma sequencia de colageno
ricaem glicina, prolina e tirosina.

Estudos recentes mostraram que as galectinas-3 e as proteinas de matriz sao
expressas largamente em células normais e neopléasicas, e regulam o crescimento celular, a
adesdo celular, a diferenciacdo e morte celular. Esta bem demonstrado que a expressdo da
galectina-3 correlaciona-se com a transformagdo neoplésica em alguns tipos de células.

Takenaka et al., em 2004%°, demonstraram, por exemplo, que a expressio da
gaectina-3, correlaciona-se com o potencial metastatico de algumas proteinas. Para esses
autores a deteccéo da galectina-3 pode ter valor diagnostico e progndstico.

A laminina, uma proteina de matriz, que é a principal glicoproteina da
membrana basal e regula varias fungdes celulares por meio de suas ligagbes com integrinas e
ndo-integrinas lamininas ligadas a proteinas, galectina-3 e outras laminina ndo integrinas
ligada a proteinas. Elas estéo presentes na superficie celular e faltam na modulacdo da adesdo
das células de canceres como melanoma.

Outra possibilidade seria a adesdo dos neutréfilos a laminina pele galectina-3
exogena. No entanto esta adeséo pode ser resultante também da agdo da lecitina induzindo
ativacao dos neutréfilos™. Em resumo, a galectina-3 pode inibir melanoma, cancer de mama,
fibrossarcoma e cancer de préstata, inibindo a adesdo as lamininas™.

Outras proteinas, expressas em todas células como as integrinas, estdo
associadas a embriogénese, cicatrizagdo das feridas, inflamagéo, apoptose, proliferacéo

celular, crescimento tumoral e metastases. Essas integrinas atuam como receptores para
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fibronectinas, lamininas, vitronectinas, colégenos e outras proteinas das membranas celulares
e teriam papel de ndo sb ligar-se as proteinas da matriz celular mas também participar da
transducéo com regulacdo da proliferacéo celular, da diferenciacdo, da motilidade e da morte
celular™,

Wu et al., em 2006, observaram que a fibronectina, uma das principais
proteinas de matriz, estava em quantidade aumentada no sangue periférico de animais com
CNF induzidos experimentalmente. Ja as galectinas, que sdo proteinas intra e extra celulares,
estariam envolvidas nos processos de diferenciacéo, proliferacéo e migragcdo celular. Autores,
como Keryer-Bibbens et al., em 2006, estudaram a galectina 9 no CNF, sugerem que esta
modularia a resposta dos linfécitos T induzindo a maior eficiéncia da infeccéo pelo EBV
localizado nas células epiteliais tumorais.

Enfim, mesmo com todas essas informacfes, ainda hoje, a compreensao exata
sobre 0s mecanismos moleculares envolvidos na tumorigénese ainda ndo é totalmente
conhecida. Sabemos que 0s eventos iniciais estdo relacionados com a inativagdo de genes
supressores tumorais e ativacdo de protooncogenes. Alteracdes especificas genéticas ocorrem
em ordem generalizada de progressdo, mas a ordem tempora ndo é a mesma para diferentes
tumores. Como citamos anteriormente o acUmulo de eventos genéticos € critico para
determinar a progressao tumoral.

Instigante para a ciéncia € a transferéncia desses conhecimentos para a pratica
clinica. Atualmente a classificacdo TNM para neoplasias de cabega e pescoco, embora muito
atil, ndo é suficiente para estabelecer marcadores progndsticos clinicos. Por isso, o estudo de
marcadores genéticos moleculares é relevante no sentido de melhorar e complementar os
métodos de estadio tumoral*®.

Finalmente na pratica clinica di&ria a utilizagcdo de outros marcadores, ndo

genéticos, como as proteinas de matriz poderiam ser (teis®®*"*' . Assim o objetivo de nossa
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pesquisa é correlacionar se a expressao da galectina-3 e outras proteinas de matriz poderiam
ter valor para entender a agressidade tumoral, bem como o prognéstico em individuos com

Carcinoma de Nasofaringe.

Victor Nakajima







Objetivos 25

2. Objetivos

1. Estudar a presenca e a distribui¢do das proteinas de matriz, laminina, fibronectina e a

galectina-3.

2. Estudar a associagd@o das proteinas de matriz, galectina-3, laminina e a fibronectina

com as variavels invasio e metastase locoregional .

3. Relacionar, se a expressdo dessas proteinas podem ser caracterizadas como fator de

prognostico em individuos com CNF.
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3. Casuistica e Métodos

3.1. ASPECTOS ETICOS

Estudo retrospectivo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob numero 482/2007 (anexo 1).

Como se trata de estudo retrospectivo sem interferéncias sobre as condutas
terapéuticas e ndo necessidades de novos procedimentos diagndsticos ndo houve necessidade
de novo termo de consentimento livre e esclarecido dos individuos estudados. No entanto,
durante a coleta de dados foram mantidos o sigilo dos individuos, identificados apenas pelas
suasiniciais e o registro hospitalar arquivados em arquivo proprio do pesqguisador principal.

Os dados obtidos ficar&o disponiveis no prontuario medico dos individuos e no

arquivo do pesqguisador principal.

1) Caracterizacdo da amostra:

Foram selecionadas 30 laminas e blocos parafinados, do periodo de 1990 a
2008, arquivados no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu-
UNESP, S0 Paulo, Brasil, cujos laudos anatomopatologico foram de Carcinoma de
Nasofaringe. As |laminas foram revisadas por um Unico patologista e reclassificadas segundo
Classificacdo da WHO-2005. Os prontuarios medicos contidos no Arquivo Médico Central,
Arquivo da Quimioterapia e da Radioterapia da Faculdade de Medicina de Botucatu foram
revisados em busca de dados clinicos relevantes como: sexo, idade, naturalidade, profisso,
classificacdo TNM, linfonodos, tratamento, recidiva e sobrevida (Tabela 1). Todos os casos
incluidos eram pré-tratamento e as bidpsias analisadas correspondiam a do diagndstico inicial.

Como controle utilizou-se 25 amostras retiradas de nasofaringe sem alteragdes macroscopicas
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provindas de necropsias realizadas no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina

de Botucatu da Universidade Estadual Paulista, Sao Paulo, Brasil.

2) Estudo Imunohistoquimico:

A reacdo de imunohistoquimica foi realizada pelo método de Avidina Biotina
Peroxidase® utilizando-se anticorpos anti-laminina (monoclonal-DAK O clone M7262), anti-
fibronectina beta (policlona-DAKO clone A0245), anti-coldgeno IV (monoclonal-DAKO
clone MO785), anti-galectina3 (monoclonal-RDI clone 9C4), em |aminas separadas e
devidamente marcadas, na concentracdo de 1:800, 1:50, 1:50, 1:50 diluidos em tampé&o
especifico (DAKO-S3022). A reativagdo antigénica foi realizada pelo caor, utilizando-se
forno de microondas (SHARP 900 W) em tampdo citrato pH 6.00/0,01mM
(MERCK,1.00244) por 15 minutos.

As laminas foram incubadas por 18 horas em camara Umida a 8°C. Utilizou-se
0 anticorpo secundario associado ao KIT-EnVision (DAKO K4003 e 4001), com tempo de
incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi revelada pelo cromégeno e
pelo substrato 3,3-diaminobenzidina (KIT DAKO-K3468) e contra corada com hematoxilina

de Mayer (MERCK 1.09249).

3) Leitura da reacdo de Imunohistoquimica:
A leitura do estudo imunohistoquimico foi realizada por um Unico patologista,
Dra. Maria Aparecida Custédio Domingues, que averiguou a distribuicdo das proteinas de
matriz laminina, fibronectina beta, colageno 1V e galectina-3. As l&minas foram lidas em
microscopia Optica, considerando-se a positividade e negatividade de cada marcador bem

como sua distribui¢do, comparando ao tecido controle. A positividade foi dividida em graus
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semiquantitativos, conforme a intensidade da imunoexpressdo: grau | intensidade fraca, grau
Il moderada e grau |1l forte. A distribuicdo foi descrita como estromal €/ou citoplasmatica
e/ou nuclear. Porém para a andlise estatistica, devido ao tamanho da casuistica, optou-se por

considerar resultado positivo ou negativo, independente da distribuicéo.

3.2. ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente a casuistica foi descrita segundo sexo, idade,
caracteristicas do tumor, presenca de proteinas de matriz, tempo de sobrevida e recidiva.

Em seguida, 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 variaveigfatores confundimento.

A terceira etapa da andlise foi a estimativa do efeito da presenca das
proteinas de matriz sobre a recidiva até os 5 primeiros anos apoés inicio do tratamento pela
estimativa pontual e intervalar do Odds-Ratio e o estudo do efeito das combinagdes de

proteina de matriz pelo teste exato de Fisher.
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4. Resultados

4.1. DESCRICAO DA CASUISTICA

Tabela 1 — Caracterizagao da casuistica.

Variavel Freq. absoluta % Relativo®
Sexo masculino (3) e feminino (%) 20(3)/10(%) 66,7/33,3
Idade ™ 9/77 47,9+18,1 51,5(36,5; 61,0)

Caracteristicas do tumor
Tipo histopatolégico
CEC
CENCI
CENCID
Presenca de linfonodo
Extensédo do linfonodo

Unilaterd

Bilatera
Estadiamento TNM

2

3

4

Tipo de tratamento
Somente quimioterapia
Somente radioterapia
Ambos

Proteinas de matriz
Presenca de laminina
Presenca de fibronectina
Presenca de galectina-3
Presenca de colageno IV

Prognéstico
Tempo de acompanhamento
Acompanhados por um periodo menor que 5 anos
Informag&o sobre recidiva
Recidiva durante o periodo de acompanhamento
Acompanhados por um periodo maior que 5 anos
Informac&o sobre recidiva
Recidiva antes de 5 anos

Recidiva ap6s 5 anos

23

21

14

14
10

[EEN

21

23
13
21

16

11

10,0
76,7
13,3
77,8

66,7
33,3

1,7
53,8
38,5

3.8
15,4
80,8

76,7
43,3
70,0
0,0

64,0
42,3
72,7%

36,0

0,0%

100,0%

(1) Resumo descritivo em minimo/maximo, média, desvio-padrdo e quartis

(2) Aotota de unidades observacionais com ainformacéo
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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 relagéo ao sexo feminino na proporcéo de 2:1.
Em quatro casos obtivemos apenas os dados idade, sexo e o diagndstico andtomo patol dgico.

As caracteristicas clinicas e varidveis dos outros 26 pacientes estdo resumidas natabela 1.

Exame Anatomopatoldgico

Dentre os 30 casos estudados, 76,7% eram do subtipo Carcinoma Escamoso
N&o Ceratinizante Indiferenciado (CENCI) (Figura 1). Os subtipos Carcinoma Escamoso N&o
Ceratinizante Diferenciado (CENCD) (Figura 2) e o Carcinoma Escamoso Ceratinizante
(CEC) foram encontrados em percentuais semel hantes e em menor freqiiéncia (Tabela 1).

Quanto ao sexo e aidade dos 23 casos de subtipo CENCI, 69,6% eram homens
e aidade média, independentemente do sexo, foi de 48 anos com um desvio-padréo de 20,15,
0 que indica uma ata variabilidade da idade no momento da classificagéo histopatologica. 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.

Caracterizacdo das proteinas de matriz

Dentre as amostras analisadas a laminina foi a proteina de matriz mais
presente (76,7% de amostras positivas), seguida da galectina-3 (70%) e da fibronectina em
43,3% das amostras positivas. O coldgeno 1V ndo foi positivo em nenhuma das amostras
analisadas (Figura 3, 5, 6 e 4 respectivamente).

Das 18 amostras com a presenca simultanea da laminina e da galectina-3, 15

eram de subtipo morfol6gico CENCI, 2 eram de subtipo CENCD e 1 era de subtipo CEC. Em
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9 amostras foram observadas a presenca simulténea das proteinas fibronectina e galectina-3
sendo que 7 destas 9 amostras eram de subtipo CENCI .

A imunoexpressao revelou variagdes de grau | ao grau |1l localizadas ao redor
da célula neoplésica para as proteinas laminina e da fibronectina (Figura 3 e 4) e a mesma
variagcdo da galectina-3 porém, esta localizada no nucleo e no citoplasma (Figura 5 e 6).
Apesar das imunoexpressdo terem sido analisadas conforme descrito, devido a pequena
amostragem, a andise estatistica foi realizada desconsiderando o grau e levando-se em

consideragao apenas o resultado positivo e negativo da mesma.

Prognostico

populacio
de estudo
{n =30}
Seguimento Seguimento -
<5 anos =5 anos 5
{n =16} n=19} {n=735)
Com
informacio sl
de recidiva {n=25)
(n=11)
Recidiva Reciidiva
in=8) n=2)

Quadro 1. Distribuicdo das recidivas seguindo tempo de acompanhamento. Sl (sem
informacgao).

Das 30 laminas analisadas, 16 eram de pacientes seguidos por, no maximo, 5
anos sendo que, destes, 8 recidivaram dentre os 11 que possuiam tal informacéo e, dentre 0s 9

que foram acompanhados por mais 5 anos, 2 recidivaram (Quadro 1).
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Figura 1. Morfologia do Carcinoma
Escamoso N&o Ceratinizante
Indiferenciado (CENCI) Citoqueratinas
positivas nas células neoplasicas IMH

\ 40X (seta).
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Figura 2. Morfologia do subtipo Carcinoma Escamoso N&o Ceratinizante Diferenciado
(CENCD), HE 40X.

Figura 3. Laminina— Imunomarcacao positiva nas células neoplasicas 40X.
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Figura 4. Fibronectina: Imunomarcacdo positiva na matriz ao redor das células neopléasicas
40X.

Figura 5. Imunomarcacéo positiva da Galectina 3 na matriz.
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Figura 6. Imunomarcagéo positiva da Galectina-3 nas células neoplasicas.
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4.2, ASSOCIACOES ENTRE VARIAVEIS EPIDEMIOLOGICAS,

CARACTERISTICAS DO TUMOR, TRATAMENTO E PROGNOSTICO.

A informacdo sobre arecidiva foi encontrada nos prontuarios de 20 sujeitos do
estudo. Destes, 10 recidivaram, sendo 8 recidivas ocorridas antes dos 5 anos apdés o
tratamento e 2 apls 5 anos. As estimativas das associagOes entre sexo, caracteristicas do

tumor, tratamento e recidiva sdo apresentadas nas tabelas a seguir.

Tabela 2. Associacdo entre sexo e prognéstico.

Sexo p)
Feminino  Masculino
Recidiva antes dos 5 anos 2/3 (66,6%) 6/14 (42,9%) 0,576
Recidiva em geral 2/5 (40,0%) 8/15(53,3%) 1,000
(*) Teste exato de Fisher.

Observou-se que, antes de 5 anos de acompanhamento, 66,6% das mulheres
recidivaram contra 42,9% dos homens. Embora esta diferenca sgja de 23,7%, ndo houve
evidéncia para concluir que esta diferenca sgja estatisticamente significativa. Em relacéo a
recidiva independentemente do tempo de acompanhamento, a diferenca em percentual entre
0s sexos foi menor (13,3%) e também sem significancia estatistica.

Quanto arelacdo entre idade e recidiva, antes dos 5 anos de acompanhamento
0 aumento da idade reduziu, porém, de forma ndo significativa, a chance de recidiva OR =
0,75 1C (OR;95%) = (0,32 — 1,78). Estudando esta relagcdo independentemente do tempo de
acompanhamento, o aumento da idade aumentou, mas também de forma ndo significativa, a

chance derecidiva, OR = 1,05 IC (OR;95%) = (0,97 — 1,14).
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Tabela 3. Associacdo entre linfonodo e prognostico.

Linfonodo p*)
Ausente Presente
Recidiva antes dos 5 anos 0/5 (0,0%) 8/12 (66,7%) 0,029
Recidiva em geral 2/6 (33,3%) 8/14 (57,1%) 0,628

(*) Teste exato de Fisher

Observou-se associagdo significativa entre presenca de linfonodo e recidiva

antes dos 5 anos de acompanhamento sendo que 66,6% dos pacientes com linfonodo

recidivaram antes dos 5 anos contra nenhum dos 5 pacientes sem linfonodo.

Tabela 4. Associagao entre estadio e prognéstico.

Estadio (TNM) p*)
2 3 4
Recidiva antes dos 5 anos 0/1 (0,0%) 6/12 (50,0%) 2/4(50,0%) 1,000
Recidiva em geral 0/1 (0,0%) 8/14(57,1%) 2/4(50,0%) 1,000

(*) Teste exato de Fisher. Comparagdo feita entre os estadiamentos 3 e 4.

A associagdo entre estadiamento e recidiva foi estudada desconsiderando o
estadiamento 2 por se tratar de apenas um caso. Na comparac&o entre os estadiamentos 3 e 4
em relacdo ao percentual de casos de recidiva, ndo houve diferenca significativa entre tais

estadiamentos.
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Tabela 5. Associacdo entre tratamento e prognosti co.

Tratamento
Quimioterapia Radioterapia  Quimio +
radio
Recidiva antes dos 5 anos 1/1 (100,0%) 0/2(0,0%)  9/17 (52,9%)
Recidiva em geral 1/1(100,0%0) 0/2(0,0%)  7/14 (50,0%)

A Tabela 5 apenas apresenta a distribuicdo das recidivas segundo tratamento
sem andlise estatistica devido a peguena quantidade de casos submetidos somente a

quimioterapia e aradioterapia.
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4.3. RESULTADOS PRINCIPAIS

Tabela 6. Distribuicéo dos pacientes segundo recidiva geral e recidiva antes dos 5 anos.

Situagdo Recidiva p) Recidiva em 5 anos p®)

Presenca de alguma proteina

Nao 2/4 (50,0%) 0/3 (0,0%)

Sim 8/16 (50,006 0% 8/14 (57,1%) 0,206
Apenas Laminina

Nao 9/19 (47,4%) 1,000 7/16 (43,8%)

Sim 1/1 (100,0%) 1/1 (100,0%) 0,471
Apenas Laminina e Fibronectina

Nao 10/19 (52,6%) 8/16

Sim 0100%) 190 01 1,000
Apenas Laminina e Galectina-3

N&o 5/13 (38,5%) 3/10 (30,0%)

Sim 57 (71,4%) 050 5/7 (71,4%) 0,153
Apenas Fibronectina e Galectina-3

Nao 9/19 (47,4%) 7/16 (43,8%)

Sim 11 (1000%) 0% 1/1 (100.0%) 0,471
Laminina, Fibronectinae
Galectina-3

Nao 9/15 (60,0%) 7/13 (53,8%)

Sim 15 (20,006) 0303 1/4 (25,0%) 0,576
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.

Dentre as associagOes estudadas, merece destaque a comparacdo entre

pacientes que apresentaram apenas as proteinas laminina e galectina-3 e os demais pacientes

em relacdo ao percentual de casos de recidiva antes dos 5 anos (p = 0,153) e 0 estudo do

efeito do total de proteinas sobre a chance de recidiva. Estudou mostrou que, uma proteina a

mais aumentou, porém, ndo significativamente, a chance de recidiva em 5%, OR = 1,05

IC(OR:95%) = (0,99 — 1,13), p = 0,083.

Victor Nakajima




Resultados 42

Tabela 7. Estimativa do efeito das proteinas de matriz.

Proteina Prognadstico p OR IC(OR;95%)

. Recidiva 1,000 1,00 (0,14-6,77)
Presencadelamining oo idivaantes dos5anos 0328 350  (0,28—43,16)
Presenca de Fibronectina Recid!va 0,171 0,25 (0,03-1,81)
Recidiva antes dos 5 anos 0,407 0,41 (0,05-3,30)

Presenca de Galectina-3 Recid!va 0,223 4,37 (0,40-47,01)
Recidiva antes dos 5 anos 0,172 5,60 (0,47 — 66,44)

A Tabela 7 apresenta a estimativa da associagao entre a presenca de cada uma

das proteinas de matriz, independentemente da presenca das demais sobre a chance de

recidiva geral e recidivaem 5 anos. Com base nas estimativas pontua de intervalar do odds-

ratio, ndo houve evidéncia, sob ponto de vista estatistico, para concluir acerca de uma

associagdo positiva entre presenca de uma proteina de matriz e a chance de recidiva e recidiva

no geral. Entretanto, observa-se que, embora ndo significativo, a presenca de fibronectina

reduziu a chance de recidiva geral e recidivaem 5 anos, ao contrério das demais proteinas.

Tabela 8. Distribuicéo dos pacientes com Laminina e Fibronectina segundo presenca de

Galectina-3 e recidivano gera e recidiva antes dos 5 anos apos tratamento.

Laminina ou - Galectina-3 Galectina-3 *)
Fibronectina Prognostico p
ausente presente
presente
N0 Recidiva 3/5 (60,0%) 6/9 (66,7%) 1,000
Recidivaem 5 anos 1/4 (25,0%) 6/8 (75,0%) 0,222
Sm Recidiva 0/1 (0,0%) 1/5 (20,0%) 1,000
Recidivaem 5 anos 0/1 (0,0%) 1/4 (25,0%) 1,000
(*) Teste exato de Fisher
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Laminina ou o
Fibronectina Recidiva
I
| |
Sim Nio
{n=6) n=14)
[ T
[ I [ |
Galectina (-} Galectina (+) Galectina {-) Galectina {+)
n=1) (n=5) {n=5) n=y)

Quadro 2. Correlagdo da presenca de proteina de matriz e galectina-3 com recidivaem geral.

Laminina ou
Fibronectina

I >

| | Recidiva em 5 anos

Sim Nao

{n=5} n=12)
I T

[ ] [ ]
Galectina{-) Galectina (+) Galectina {-} Galectina (+)
n=1j n=4) n=4) {n=8}

Quadro 3. Correlacéo da presenca de proteinas de matriz e galectina antes de 05 anos.

Tabela 9. Distribuicdo dos pacientes que apresentaram somente laminina e somente
fibronectina segundo recidiva geral e recidiva antes dos 5 anos ap0s tratamento entre

pacientes com Galectina-3.

Prognaostico Somente Laminina Somente Fibronectina
Recidiva 5/7 (71,4%) 1/1 (100,0%)
Recidiva em 5 anos 5/7 (71,4%) 1/1 (100,0%)
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Dentre os pacientes com galectina-3, 71,4% dos 7 pacientes que tinham
laminina recidivaram antes dos 5 anos apos o inicio do tratamento (Quadros 2 e 3). As baixas
freqliéncias absolutas impossibilitam a aplicagdo de técnica estatistica para a comparacéo
entre 0s grupos de pacientes que possuem apenas laminina em relagdo ao grupo de pacientes
gue possuem apenas fibronectina (Tabela 9).

A Tabela 10 apresenta a distribuicdo e 0 estudo da associacdo entre a auséncia
da Fibronectina em pacientes com as outras duas proteinas de matriz presentes. Na presenca
da Fibronectina, 25,0% dos pacientes recidivaram antes dos 5 anos ap0s 0 inicio do
tratamento enquanto que, dos 7 pacientes que possuiam a Laminina e Galectina-3 somente,
cerca de 71,4% recidivaram. Apesar da diferenca de quase 50% entre os dois grupos de
pacientes, ndo foi detectada uma diferenca significativa sob ponto de vista estatistico.
Entretanto, simulac&o mostrou que em uma casuistica 2 vezes maior, 0 mesmo teste estatistico

apresentaria um p-valor igual a 0,036 desde que as proporgdes de recidiva fossem mantidas.

Tabela 10. Associacdo entre presenca de Fibronectinaerecidiva geral erecidiva antes dos5

anos apos tratamento.
. Laminina e Fibronectina e Laminina e Galectina-3 p"”
Prognaostico .
Galectina-3
Recidiva 1/5 (20,0%) 5/7 (71,4%) 0,242
Recidiva em 5 anos 1/4 (25,0%) 5/7 (71,4%) 0,242

(*) Teste exato de Fisher.
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5. Discussdo

O CNF é uma neoplasia maligna que apresenta caracteristicas distintas em
relacdo as outras que ocorrem em cabeca e pescoco, devido a seus aspectos epidemiol dgicos,
entre eles os fatores raciais, alimentares e a resposta terap@utica. E uma entidade rara na
maioria das regides do nosso planeta, correspondendo a 0,7% do cancer no mundo®™. Nos
EUA aincidéncia € de 07 casos diagnosticados a cada um milhdo de pessoas. No entanto, no
sudoeste da China, na regido central da provincia de Guangdong, no sudoeste asiatico, em
nativos da regido Artica, em é&rabes do norte da Africa e em partes do Mediterraneo a
incidéncia é alta, chegando a 300 a 800 individuos por milh&o de habitantes®"®.

Essa heterogeneidade, tanto epidemioldgica como histopatol 6gica, requer uma
visdo diferenciada para o diagndstico, tratamento e prognéstico. Os fatores mais descritos na
literatura correlacionados com a etiologia do CNF sdo os ambientais como exposi¢céo a
solventes, alguns tipos de tabagismo, habitos alimentares, infeccdo pelo EBV e fatores
genéticos. Entretanto acredita-se que o tabaco (cigarros, charutos) e o dcool tenham menor
influéncia no CNF que nos demais carcinomas escamosos de cabega e pescoco™. No Brasil
as poucas séries de casos descritos de CNF, ndo observou-se diferencas quanto a etnias e
algum fator predisponente®*?°. Em nossa casuistica observamos apenas 01 descendente de
oriental (japonés), embora o Estado de S&o Paulo seja um dos polos de imigracdo oriental no
Brasil.

Carvalho et al., em 2008%, numa série de 16 pacientes avaliados no periodo de
15 anos (1991 a 2006), observaram oito casos de CNF dentre 16 tumores de nasofaringe.
Nossa casuistica de 26 pacientes, em um total de 30 laminas analisadas, diagnosticados no
periodo de 1990 a 2008, mostra caracteristicas epidemioldgicas semelhantes aos de outros
autores®, A idade média foi de 48 anos (9 a 77 anos) e predominancia de sexo masculino
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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. Os casos de CNF na infancia e
adolescéncia, embora raros, sd80 mais agressivos e quando diagnosticados, o foram em
estadios avancados. Nosso estudo, mesmo com “n” pequeno, demonstra que os individuos de
baixo risco para esta neoplasia mostram uma tendéncia de distribui¢do bimodal, com primeiro
pico na adolescéncia e um segundo pico apds os 65 anos. Quanto ao estadio da neoplasia,
encontramos uma distribuicdo dos pacientes 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 andlise estatistica €
significante nos 26 pacientes quanto ao seu estédio e comprometimento dos linfonodos. Cinco
deles com estédio NOMO, apenas 02 tiveram sobrevida maior que 05 anos, sem recidiva
Outro paciente foi a 6bito por complicacdo cardiopulmonar apds 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 foram a 6bito no primeiro ano apds o
diagnéstico, mostrando uma grande agressividade tumoral. Khanfir et al., 2007, relataram
que a presenca da metastase regional e com linfonodos positivo a distancia, s8o importantes
fatores progndstico e de sobrevida dos pacientes.

Apesar de que em nOssos casos Nao procuramos identificar a presenca do
EBV, quando presente em CENCI, ele tem papel importante nas organelas citoplasméticas e
nas proteinas das membranas celulares. Acredita-se que esse virus infecte as células epiteliais,
codificando proteinas de membrana tipo LMP1, 2A e 2B. A LMP1 tem capacidade
transformadora, inibindo a diferenciacéo escamosa, diminuindo a sintese das citoqueratinas e
aumentando as proteinas de adesdo tipo ICAM 1 e o antigeno CD40. Ela ainda poderia ter
uma funcéo igual a do TNF, tendo a capacidade de transformar fibroblastos estromais. A
expressdo da LMP1 também esta associada ao aumento da motilidade celular e capacidade de

invasdo®®. Porém, mesmo para esses autores, ndo esté claro qual é o mecanismo que a LMP1
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modificaria a célula epitelial. Estudos, in vitro, demonstraram a capacidade da LMP1 de
induzir mudancas na expressao das proteinas de matriz>>. Em nosso estudo, observamos que
as proteinas de matriz estudadas, laminina e fibronectina, estavam aumentadas no estroma ao
redor das células tumorais. Esse aumento da expressdo da laminina poderia estar ligada a
LMPL LMP2A induzido pelo genoma viral, causando uma desregulacéo nas proteinas de
adesdo celular? Wang e Gao, 1998, que mostraram que laminina, fibronectina e colédgeno IV
estavam aumentadas junto as células tumorais, 0 que poderia influenciar a sobrevida dos
pacientes. Nossa pesquisa com a proteina fibronectina, embora ndo significativo
estatisticamente, reduziu a chance de recidiva neoplasica Takenaka et al., 2004, ao
estudarem proteomas secretados de duas linhagens de células de CNF por meio de
biomarcadores celulares, encontraram a fibronectina, Mac-2 binding proteina (Mac-2 BP),
ativador e inibidor 1 de plasminogénio (PAI-1) altamente expressas nas biopsias de CNF
(n=46), mas fracamente ou n&o expressas no tecido normal da nasofaringe (n=47).

Em relagéo as gal ectinas cujos dados estdo nas tabelas 07 a 10, observamos um
aumento da expressdo da galectina-3, positiva em 70% dos casos, 0 que revela uma
positividade citoplasmética e nuclear focal comum em casos de CENCI. Isto nos induz a crer
que esta proteina, principa mente quando associada a laminina, possa provocar alteracdes dos
mecanismos de controle de replicacéo celular como as provocadas pelo EBV. Em 18 de
Nnossos casos a laminina e a galectina-3 tiveram correlagdo positiva de imunoexpressao
(tabela 07), demonstrando agbes conjuntas que possam estar envolvidas na progresséo do
CENCI®*. Em outros 07 casos observou-se correlagdo positiva entre as trés proteinas
laminina, fibronectina e galectina-3, sendo que em somente 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 laténciacomo aLMP1 e 2A.
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Mesmo com esses conhecimentos, a caracterizacdo dos padrfes de expressao
das proteinas de matriz em pacientes com CNF, ainda é controversa, diferente das descricdes

243335424350 Assim, quando analisamos a

em outros sitios ou 0rgaos da cabega e pescoco
expressao dessas proteinas, principalmente da galectina-3, nas amostras dos pacientes com
CNF, foi encontrado um aumento de sua expressado na maioria das amostras, correlacionando-
acom a metéstase nos linfonodos regionais e recidiva da neoplasia (Tabela 07).

Nossos dados da expressdo da galectina-3 mostram que de fato ha associacdo
da galectina3 com a recidiva da neoplasia e presenca positiva de linfonodo. A analise
estatistica mostra valores de “p” decrescentes, embora ndo ainda significantes, para uma
expressdo maior da galectina-3 sugestivo de uma neoplasia mais agressiva do ponto de vista
biol6gico, o0 que em tese teria valor como marcador biol égico.

Porém essa agressividade bioldgica, a perda da diferenciacéo celular dos CNF
e a progressao do estadio T1 para T4, aparentemente néo refletiu a variagdo da expressao das
proteinas estudadas por nés, quando isoladas, embora o pequeno nimero de casos dificulte
alguma inferéncia estatistica. Esse mesmo cuidado temos que observar quanto a progressao
clinica dos pacientes com N negativo para N positivo, que foi acompanhada pelo aumento da
expressao da galectina-3.

Enfim, € necessario ter cautela para tentar transferir os nossos achados para
situagdes clinicas que envolvam prognostico e sobrevida dos pacientes e a expressdo das
proteinas estudadas. Apesar de existir algumas evidéncias a favor de poderem ser utilizadas
como biomarcadores para terapia e prognéstico em carcinoma de nasofaringe, principal mente

com a expressao da galectina, outros trabal hos sugerem que essa correlagdo néo existe®.
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6. Conclusées

A expressao das proteinas de matriz, laminina, fibronectina e a galectina-3 esta
aumentada nas 30 amostras.

N&o houve evidéncias, sob 0 ponto de vista estatistico, para se concluir acerca
de uma associacdo positiva entre a presenca de determinada proteina e a chance de recidiva
neoplasica.

Embora sem significancia estatistica, a expressdo aumentada de fibronectina
reduziu a chance de recidiva geral e recidivaem 05 anos, ao contrario das demais proteinas.

Dentre as associagOes estudadas laminina, fibronectina e galectina3 a
associacao dalaminina e galectina-3 aumentaria a chance de recidiva, embora ndo significante

estati sticamente pel 0 pequeno nimero de casos.
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Apéndice 1

RG sexo | idade natural. profissdo | tamanho | Linfonodo | tratamento | Recidiva | sobrevida | bidpsia histologia
223339 M 59 Tejupa lavrador | TIN2MO | 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

444174-5 F 67 | Bebedouro 4518/02 | trat.fora CENCI
369143 F 50 Peru professora | TAN3MO | Direita Qxt+Rxt | negativo | maisde 5| 1757/03 CENCI
412493 F 15 Pernamb. T3N3MO | Bilateral Qxt+Rxt | negativo | 03anos 8266/06 CENCI
525804 M 51 Avaré vendedor | TAN1IMO | Esquerda | Oxt+Rxt | positivo | 02anos? | 2481/07 CENCI
318131 M 37 Botucatu lavrador | TANIMO | Esquerda | Oxt+Rxt menos 5 | 3886/08 CENCI
260088 F 77 513/99 CENCI

2514010 | M 64 | VigoSpain | com/edit | T2NOMO | Ausente | Oxt+Rxt | negativo | maisde 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 Olano 2186/03 CENCI

381354-1 M 37 Goio-Ere lavrador | T2N2MO | Bilateral Qxt+Rxt | negativo | mais de 9 [ 988/99 CENCI

238974-6 M 67 Botucatu | acougueir | TIN3MO | Esquerda | Oxt+Rxt 2635/99 CENCI

SIRG F 60 7119/02

453883-8 M 54 Santos engenheir | T2N2Mo | Bilateral Qxt+Rxt | positivo | 04anos 9134/02 | refratario 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 | 04anos 546/04 egt:ld? CENCI

248895-7 M 74 Sdo Manu | pedreiro | TANOMO | Direita Qxt+Rxt | positivo | 02 anos | 10049/04 CENCI
322457 M 35 Sao Manu | lavrador | T3N3MO | Direita Qxt+Rxt obito 012s 3125/05 CENCI
525804 M 51 Avaré vendedor | T2N2MO | Esquerda | Oxt+Rxt | positivo | 03 anos | 6288/06 CENCD

106989-6 F 64 Lucianop do lar T2NOMo | Esquerda | Oxt+Rxt obito 01° 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
557953 M 9 negativo | menos 5 | 1821/08 CENCI
19303-8 M 17 Botucatu pedreiro | T2N2MO0 | Esquerda Rxt negativo | mais 20a 35/80 alcoolism 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 | maisde 5| 2674/00
358749 F 35 Piaui T3NOMO | Ausente | Oxt+Rxt | negativo | maisde 2 | 8932/07 CENCD
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Apéndice 2

histol | linfon | TNM trat
2 1 3 1
0 3 2
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Sexo M-1 Histologia: CEC-----1 Linfonodo : Positivo--1

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*
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1 TINOMO

2 TINIMO
T2NOMO

T2N1IMO

3 TIN2MO
T2N2MO
T3NOMO
T3N1IMO

T3N2MO

4 TANOMO
TANIMO
T4AN2MO

N3....

M1..

* AJCC: American Jont Commitee Cancer

Victor Nakajima
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