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Caris AR. Expressao proteica das enzimas metabolizadoras de drogas no
carcinoma de células escamosas de boca em pacientes jovens
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

O carcinoma de células escamosas de boca (CCE) acomete
principalmente fumantes e etilistas cronicos entre a 5% e 6% décadas de
vida, sendo relativamente raro em pacientes jovens (< 40 anos de idade).
Na literatura, ndo ha relato a respeito da expresséao proteica das enzimas
metabolizadoras de drogas em CCE de boca neste grupo etario. A
inducdo da expressdo destas enzimas resulta na aceleragcdo da
detoxificagdo de substancias téxicas como também no aumento de
metabdlitos xenobidticos, e consequentemente maior risco de dano ao
DNA. O objetivo deste estudo foi avaliar a expressédo proteica das
enzimas envolvidas no processo de biotransformacgao do tabaco (CYP1A1
e CYP1B1) e do alcool (ALDH1 e ALDH2), entre os grupos teste (jovens <
40 anos) e controle (= 50 anos), através da técnica de imuno-histogimica
em microarranjo de tecido (Tissue Microarray), e correlacionar estes
resultados com as caracteristicas clinicopatolégicas e com o prognostico
dos pacientes. Foram avaliados 41 CCE primarios de boca em pacientes
jovens, coletados no periodo de 1970 a 2007, no Departamento de
Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otorrinolaringologia do Hospital A.C.
Camargo de Sao Paulo. Estes casos foram comparados com 59 controles
que apresentam tumores em estadios clinicos e topografias similares. As
varidveis entre os grupos foram comparadas através do teste x. A
expressdo dos marcadores foi comparada entre os grupos por meio do
teste de Mann-Whitney. Nas analises de sobrevida global, doenca
especifica e livre de doenca, as expressdes dos marcadores foram
dicotomizadas de acordo com a mediana. Graficos de Kaplan-Meier foram
construidos e o teste de logrank foi utilizado. O nivel de confianga
adotado foi de 5%. Os resultados revelaram que houve uma
predominéncia de pacientes do género masculino, leucoderma, tabagista
e etilista, com tumores localizados em lingua, bem diferenciados e em
estadio clinico avancado, sem diferenga entre os grupos. Na analise
imuno-histoquimica verificou-se que houve diferenca estatistica apenas
para o anticorpo CYP1B1 (p < 0,001), a expresséo desta proteina foi
maior nos pacientes do grupo controle. A hiperexpressao das enzimas
estudadas foi observada, predominantemente, nos pacientes tabagistas.
A sobrevida global e a sobrevida doenga especifica ndo diferiram entre o



grupo que expressa os marcadores estudados e o grupo em que nao ha
expresséao (p > 0,05). A sobrevida livre de recidiva revelou diferenga entre
0 grupo que apresentou imunoexpressdao da CYP1B1 e da ALDH1, e o
grupo em que néo ha expressao (p < 0,05). Quanto maior a expressao
destas enzimas, maior a sobrevida livre de recidiva, sugerindo que haja
maior metabolizagdo dos carcindbgenos por estas enzimas, podendo
ajudar evitar possiveis recidivas do CCE de boca.

Palavras-chave: Adulto jovem. Aldeido desidrogenase. Citrocromo P450.
CYP. ALDH.



Caris AR. Protein expression of drug-metabolizing enzymes in oral
squamous cell carcinoma in young patients [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ
Estadual Paulista, 2014.

ABSTRACT

The oral squamous cell carcinoma (SCC) mainly affects smokers and
chronic alcoholics between the fifth and sixth decades of life and it’s
relatively rare in young patients (< 40 years old). In the literature, there is
no report regarding the protein expression of drug metabolizing enzymes
in oral SCC in this age group. The induction of expression of these
enzymes results in the acceleration of detoxification of toxic substances as
well as in the increase of metabolites of xenobiotics and more risk of
damage to AND consequently. The aim of this study was to evaluate the
protein expression of enzymes involved in the biotransformation of
tobacco (CYP1A1 and CYP1B1) and alcohol (ALDH1 and ALDH?2)
between test group (young < 40 years) and control group(= 50 years) by
the immunohistochemistry technique on tissue microarray and to correlate
the results with the clinicopathologic features and prognosis of patients.
Forty-one primary oral SCC were evaluated in young patients, collected in
the period 1970-2007, in the Department of Head and Neck Surgery and
Otorhinolaryngology, AC Camargo Hospital, Sao Paulo. These cases were
compared with 59 controls with tumors in clinical stages and similar
topographies. Variables between groups were compared using the x? test.
The expression of the markers was compared between groups by the
Mann-Whitney test. In the analysis of overall survival, disease-specific and
disease-free, the expressions of the markers were dichotomized according
to the median. Kaplan-Meier graphs were constructed and the log rank
test was used. The confidence level adopted was 5%. The results
revealed that there was a predominance of male patients, leucoderma,
smoker and drinker, with tumors located in the tongue, rather differentiated
and advanced stage, without difference between the groups. In
immunohistochemical analysis it was found that there was a statistical
difference only for CYP1B1 (p < 0.001) antibody, the expression of this
protein was higher in patients of the control group. The overexpression of
the studied enzymes was observed predominantly in smokers. Overall
survival and specific disease survival did not differ between the group that
expresses the studied markers and the group in which there is no
expression (p > 0.05). The relapse-free survival revealed difference



between the group that showed immunostaining of CYP1B1 and ALDH1
and the group in which there is no expression (p < 0.05). The higher
expression of these enzymes, the higher relapse-free survival, suggesting
that there is increased metabolism of carcinogens by these enzymes, what
can help prevent possible recurrence of oral SCC.

Keywords: Young adult. Aldehyde dehydrogenase. Cytochrome P450.
CYP. ALDH.



1 INTRODUGAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) de boca
acomete principalmente homens entre a quinta e sexta décadas de vida.
E raro em pacientes com menos de 45 anos de idade, representando de
6% a 8% de todos os CCEs de boca diagnosticados (Llewellyn et al.,
2001, 2003; Johnson et al., 2005; Sasaki et al., 2005).

Um aumento importante na incidéncia de CCE de boca
em jovens tem sido relatado, sugerindo que este pode ser um tipo
diferente de cancer, devido ao seu comportamento bioldgico
aparentemente mais agressivo, porém, isso ainda é controverso
(Kuriakose et al., 1992). Ha também evidéncias que sugerem a auséncia
dos tradicionais fatores de risco para seu desenvolvimento (Manuel et al.,
2003; Popovtzer et al., 2004; Llewellyn et al., 2004; Sasaki et al., 2005).

Dentre os fatores etiolégicos, o tabaco e o alcool estado
relacionados com o surgimento do CCE de boca em pacientes acima de
50 nos de idade, porém suas contribuicbes para o aparecimento desta
neoplasia em jovens parecem ser pequenas (Llewellyn et al., 2004;
Johnson et al.,, 2005). A capacidade de metabolizar componentes
prejudiciais resultantes do tabaco e alcool pode variar em seres humanos
(Toner, O’Regan, 2009).

A inducdo da expressdo de enzimas metabolizadoras de
drogas, como o tabaco e o alcool, resulta na aceleragdo da detoxificagao
de substancias toxicas como também no aumento de metabolitos
xenobidticos, e consequentemente risco maior de dano ao DNA
(Takiguchi et al., 2010).

A familia do citocromo P450 (CYP) € o maior e mais

importante grupo de enzimas que metabolizam as drogas que ativam pro-
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mutagénicos. Particularmente, a subfamilia CYP1 catalisa a ativacao
metabdlica dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) presentes
na fumaca de cigarros (Nebert, 1991).

O metabdlito primario do etanol, o acetaldeido, é um
candidato plausivel para o efeito carcinogénico de bebidas alcodlicas. O
acetaldeido é catalisado pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH)
(Boffetta, Hashibe, 2006). Na mucosa oral, o alcool age como um
solvente, aumentando a exposigao aos agentes mutagénicos, permitindo
a sua captacao pelas células epiteliais (Brunotto et al., 2014).

Ndo ha consenso na literatura a respeito da etiologia,
curso clinico e prognéstico do CCE originado em jovens. Estudos com
este grupo etario sdo escassos e nao ha relatos enfocando a expressao
proteica das enzimas metabolizadoras de drogas. Investigar estas
questdes € importante, pois se diferengas entre os grupos existirem,
estratégias de tratamento para pacientes jovens podem ser diferentes dos
mais idosos.

O desenvolvimento de biomarcadores moleculares é
clinicamente importante, pois pode ajudar a identificar, prever a
recorréncia e a progressao de tumores e, tornar os tratamentos mais

eficazes (Wang et al., 2013).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma de células escamosas de boca

O CCE de boca se origina no epitélio de revestimento,
sendo considerada a neoplasia maligna mais comum nesta regido (Lira et
al., 2009). Afeta principalmente homens entre a 5% e 6° décadas de vida,
sendo relativamente raro em pacientes jovens (< 40 anos) (Llewellyn et
al., 2001, 2003; Johnson et al., 2005; Sasaki et al., 2005).

O CCE de boca esta associado ao uso de tabaco e alcool
(Johnson et al., 2005). Em jovens sua etiologia parece ser distinta do CCE
de boca em pacientes acima de 50 anos de idade, devido a exposicao
menos significativa a estes fatores de risco, sugerindo que o CCE de boca
neste grupo pode ser geneticamente diferente dos mais idosos (Llewellyn
et al., 2001; Tremblay et al., 2006; Kaminagakura et al., 2011; Bodner et
al., 2014).

Nos ultimos anos, o CCE de boca tem aumentado em
jovens, especialmente no sexo feminino e em pacientes que nunca
consumiram alcool ou tabaco (Chitapanarux et al., 2006). Outros estudos
também apontaram que sua incidéncia esta aumentando neste grupo
etario em diversos paises (Myers et al., 2000; Pitman et al., 2000;
Davidson et al., 2001; Hyam et al., 2003; Manuel et al., 2003; Sasaki et
al., 2005; Kaminagakura et al., 2010; Lira et al., 2009) ressaltaram a
necessidade de uma atencdo especial para o aumento do numero de
casos de CCE em jovens e que nao se expdem ao fumo e ao alcool.

Muitos fatores podem influenciar o prognédstico de

pacientes com CCE. Os mais importantes incluem o tipo e a localizacéo
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do tumor, estadio da doenca e modo de invasdo (Polanska et al., 2014).
Fatores como recursos biologicos e genéticos das células neoplasicas
malignas, idade do paciente, a condi¢cao geral de saude e a resposta ao
tratamento também podem afetar o progndstico dos pacientes (Polanska
et al., 2014).

O momento do diagndstico € de grande importancia para
um bom progndstico. Mas o CCE de boca em pacientes jovens parece,
com frequéncia, ser diagnosticado em estadios avangados, o que
compromete muito o tratamento, qualidade de vida e a sobrevida (Ribeiro
et al., 2009; Kaminagakura et al., 2010).

Discordancias em relagdo ao prognostico dos pacientes
jovens com CCE de boca sdo abundantes. Em 1992, Kuriakose et al.
sugeriram que neste grupo o curso clinico era mais agressivo do que nos
mais idosos. Recentemente, autores reportaram que o prognéstico é
similar entre os grupos avaliados (Myers et al., 2000; Pitman et al., 2000;
Manuel et al., 2003; Sasaki et al., 2005; Kaminagakura et al., 2010).

Sugere-se que varios fatores podem estar relacionados,
em maior ou menor grau, ao comportamento clinico do CCE de boca em
pacientes jovens. Entre eles, estdo uma possivel suscetibilidade genética
para tumores, aumento da instabilidade genbémica, infecgdo por
papilomavirus humano (HPV) (Kaminagakura et al., 2012), e abordagens
terapéuticas inadequadas, como procedimentos cirurgicos conservadores
(Chitapanarux et al., 2006; Warnakulasuriya et al., 2007).

A infecgéo por HPV, como os tipos 16 e 18 de alto risco,
tem sido amplamente divulgado como um mecanismo importante por tras
do desenvolvimento de CCE de orofaringe. No entanto, o papel do HPV
no desenvolvimento do CCE oral ainda € uma questdo de debate,
especialmente em pacientes jovens (Toner, O’Regan, 2009;
Kaminagakura et al., 2012; Polanska et al., 2014). Outros autores
levantaram a possibilidade da etiologia viral contribuir para o

desenvolvimento de CCE em pacientes ndo fumantes (Durr et al., 2013).
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Em 2003, Hyam et al. compararam as caracteristicas
clinicas e histopatolégicas de CCE de lingua em trés grupos: pacientes
abaixo de 40, entre 40-60 e acima de 60 anos. A sobrevida global foi
menor nos pacientes acima de 60 anos apesar da maioria dos jovens
apresentarem tumores de alto grau de malignidade. Este fato pode estar
associado com a presenca de comorbidades tais como, doencgas
cardiacas ou pulmonares nos pacientes mais idosos. Outros autores
afirmaram que, quando o CCE de boca se desenvolve sem os fatores de
risco tradicionalmente reconhecidos, a taxa de sobrevida € menor,
independentemente da idade (Myers et al., 2000).

Popovtzer et al.,, em 2004, encontraram dois padrbes
distintos de comportamento nos pacientes jovens com CCE de lingua: um
curso agressivo, com 40% de mortalidade nos 2 primeiros anos devido a
metastase regional e a distancia e, um outro grupo que apresenta um
curso indolente nos quais os pacientes estavam livres da doenga por 20
anos. Contrario aos jovens, os pacientes mais idosos constituiram um
perfil mais homogéneo, o oObito em decorréncia da doenca ocorreu
gradualmente ao longo de 10 anos.

Em 2007, Warnakulasuriya et al. examinaram a sobrevida
relativa entre pacientes jovens e idosos diagnosticados com céancer de
boca e orofaringe no sudeste da Inglaterra. Relataram que como a
sobrevida relativa considera também outras causas de morte, esperou-se
que esta seria maior na populacao idosa, porém, os achados sugeriram
que o cancer oral ndo € mais agressivo em jovens do que em pessoas
mais velhas. O diagndstico tardio e o estadio do tumor pareceu
determinar o progndstico.

Soudry et al. (2010) avaliaram as caracteristicas clinico-
patologicas de pacientes com menos de 30 anos de idade com CCE de
lingua e relataram que estes pacientes apresentaram estadios tumorais
avancgados e com um padrao diferente em comparagao com a faixa etaria

acima dos 30 anos. Isto pode ser atribuido a relagédo da idade com o
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comportamento biolégico ou ao atraso no diagndstico do tumor.
Diferencas na sobrevida livre de doenga e sobrevida global ndo foram
estabelecidas entre os grupos.

Em 2012, Udeabor et al. relataram que o CCE de boca
em pacientes com menos de 40 anos de idade apresentou evolucao
clinica e caracteristicas histopatolégicas semelhantes com aqueles com
mais de 40 anos de idade. A sobrevida livre de doenga também nao
mostrou nenhuma diferenca estatisticamente significante. No entanto, a
sobrevida global de 5 anos foi melhor no grupo de jovens em comparagao
com o grupo de pacientes acima dos 40 anos.

Os dados da sobrevida global ou sobrevida livre de
doenca entre fumantes e ndo fumantes com CCE de lingua também nao
mostraram diferengas significativas no estudo de Durr et al. (2013). Neste
mesmo estudo, ndo houve diferengas significativas nas caracteristicas
clinicas entre os grupos, mas foi observado um acometimento maior do
sexo feminino entre os ndao fumantes. Relataram ainda que os pacientes
que nunca fumaram parecem ter alteragdes moleculares que os diferem
de fumantes. As mutagdes na TP53, por exemplo, sdo mais comuns em
fumantes podendo levar a diferengcas também no comportamento do
tumor, porém os resultados clinicos nao relacionados ao tabaco ainda é

desconhecido.

2.2 Carcindégenos

2.2.1 Tabaco

E amplamente conhecido que o tabaco é um fator de risco

do CCE e esta intimamente relacionado com a intensidade e duracao
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deste habito. Os cigarros contém substancias carcinogénicas, como as
nitrosaminas e os hidrocarbonetos policiclicos (Hashibe et al., 2007;
Brunotto et al., 2014).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) sao
compostos onipresentes distribuidos em alimentos defumados, no fumo
do tabaco e ao ar livre urbano principalmente nas grandes cidades
(Shimada, 2006). Os HAPs estao entre os mais de 60 carcindbgenos
presentes no cigarro (Khlifi et al., 2013).

Os benzopirenos, um tipico HAP, sdo compostos proé-
mutagénicos que estdo na fumacga de cigarros e no gas emitido pelos
carros (Takiguchi et al., 2010). A familia do citrocromo P450 (CYP) é um
grupo de enzimas fundamental para a ativacdo metabdlica de HAPs em
epoxidos intermediarios (Nebert, 1991). Estes compostos intermediarios
sdo convertidos em carcinogenos finais, diol-epdxidos, por meio da
epoxido-hidrolase. Estas CYPs e as enzimas epoxido-hidrolases
microssomais agem conjuntamente para a ativagcdo metabodlica dos
benzopirenos, que por sua vez, geram um produto final que pode
degradar diversas moléculas, incluindo o DNA (Kim et al., 1998).

As principais isoformas de CYP envolvidas na bioativagao
dos benzopirenos sao os CYP1A1 e CYP1B1 (Chi et al., 2009). Estas
proteinas pertencem a familia 1 do citocromo P450, subfamilias A e B,
respectivamente, e desempenham um papel significativo no processo de
oxidacdo de substancias carcinogénicas, tais como os componentes do
fumo de cigarro (Brunotto et al., 2014). Estudos realizados por Ruwali et
al. (2009) demonstraram que os genotipos variantes do citocromo P450
1A1 (CYP1A1) e P450 1B1 (CYP1B1) podem aumentar o risco de CCE
de cabeca e pescoco.

A CYP1A1, do ponto de vista farmacoldgico, € um dos
membros mais importantes da familia CYP. Ela participa do metabolismo
de um grande numero de xenobidticos, além de um pequeno numero de

substratos endogenos (Androutsopoulos et al., 2009; Piotrowska et al.,
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2013). A CYP1A1 também é responsavel pelo metabolismo de varios
medicamentos, componentes alimentares, e contaminantes ambientais
(Piotrowska et al., 2013). Ao mesmo tempo, a hidroxilagdo na posig¢ao de
um anel aromatico € uma das principais reagdes catalisadas por esta
enzima (Androutsopoulos et al., 2009; Piotrowska et al., 2013), e tem sido
considerada um marco para o inicio da carcinogénese, através da
formagcao de produtos altamente reativos que podem causar mutacdes
oncogénicas em animais experimentais e seres humanos
(Androutsopoulos et al., 2009).

Sugere-se que a CYP1A1 seja uma enzima extra-hepatica
primaria envolvida no metabolismo dos carcindégenos.
Consequentemente, tém-se investigado a expressdo desta enzima em
tecidos extra-hepaticos, tais como o pulmdo, os quais sdo em grande
parte expostos a cancerigenos ambientais. Estes resultados adicionam-se
ao papel da CYP1A1, sendo sua hiperexpressao observada em lesdes
potencialmente malignas e malignas, devido a continua exposicdo aos
agentes carcinogénicos e subsequente metabolizacdo dos HAPs e seus
subprodutos (Androutsopoulos et al., 2009).

Relatos da expressdo elevada de CYP1A1 em certos
tumores, como por exemplo o carcinoma de pulmdo, em relacdo aos
tecidos normais vizinhos se destacam como um mecanismo provavel para
a resisténcia do tumor a quimioterapia, através do metabolismo e
eliminagéo rapida dos farmacos administrados (Badal, Delgoda, 2014). A
administracdo de um inibidor desta enzima pode, potencialmente, evitar
tais deple¢des para, em seguida, melhorar o desempenho do farmaco
original na terapia contra o cancer. Esta avaliagdo pode dar a
oportunidade de compostos naturais e sintéticos revelarem propriedades
quimiopreventivas através do impacto na atividade da enzima CYP1A1
(Badal, Delgoda, 2014).

Outro membro da subfamilia CYP1 é a CYP1B1. Essa

enzima esta envolvida no metabolismo de xenobidticos e endobidticos,
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como a CYP1A1, e também participa da ativagado de varios mutagénicos
ambientais, como por exemplo, os HAPs, reativando metabdlitos de modo
semelhante ou mesmo superior a CYP1A1 (Kim et al., 1998; Piotrowska
et al., 2013). A CYP1B1 pode ser detectada em uma variedade de
tumores, mas n&o nos tecidos normais adjacentes, onde apenas 0 RNAm
é detectado (Piotrowska et al., 2013).

Na literatura, relatos da expressao proteica da CYP1B1
em linhagem de células orais humanas sao limitados e variaveis (Chi et
al.,, 2009). A CYP1B1 pode ser um importante biomarcador da
carcinogénese oral induzida pelo fumo (Chi et al., 2009). De acordo com
Murray et al. (2001), nos tecidos bucais, a CYP1B1 é expressa tanto no
tecido normal como em células tumorais, onde a sua expressao atinge
niveis muito mais elevados em comparacédo com o tecido normal.

Em 2009, Chi et al. avaliaram a expressao diferencial de
CYP1A1 e CYP1B1 induzida pelo benzopireno em células do CCE de
boca e pelo fumo do tabaco em células da mucosa bucal. Em relagao as
células do CCE de boca demonstraram que houve uma maior expressao
do CYP1A1 ou similar entre eles. Porém, a analise de tecido gengival em
fumantes mostrou uma expressdo mais acentuada de CYP1B1 em
comparagao a CYP1A1, independentemente da idade, sexo, etnia e uso
de alcool. Em nado fumantes, a expressao proteica de CYP1B1 foi baixa
ou indetectavel. Com isso, concluiram que houve variagao individual na
expressao da CYP1A1 e CYP1B1 e hiperexpressdo das mesmas foram
correlacionadas com o risco de desenvolvimento de CCE oral.

Em 2011, Sacks et al. utilizaram as células orais normais
de varios individuos para investigar os efeitos das particulas de tabaco de
diferentes tipos de cigarros sobre a capacidade das células em
metabolizar o benzopireno e induzir a expressao de proteinas de fase |,
como as do citocromo P450. Os resultados deste estudo demonstram que
a exposicao do tecido epitelial oral normal a particulas de tabaco aumenta

a taxa de metabolismo do benzopireno em produtos toxicos, mas somente
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em baixas concentragdes de particulas de tabaco. Todas as particulas de
tabaco foram eficazes na inducdo das proteinas de fase |. A expressao
destas é muitas vezes dependente da ativacdo de receptores de
hidrocarboneto e/ou elementos de resposta antioxidante.

Pradhan et al. (2011) investigaram a expresséo proteica
do CYP1B1, através da técnica de Western Blot e imuno-histoquimica e
verificaram que todos os casos (n=51) de CCE de boca exibiram
hipoexpressdo de CYP1B1 quando comparados aos tecidos normais.
Relataram ainda que ndo houve associagcdo entre a expressdo de
CYP1B1 e o estadiamento dos tumores de CCE de boca, género do
paciente e topografia da lesao.

Em 2012, Shukla et al. estudaram o polimorfismo genético
das enzimas metabolizados de drogas como um fator de risco para o
desenvolvimento de CCE de boca. Relataram que a CYP1A1 foi expressa
em 30% dos pacientes com CCE de boca, uma incidéncia
estatisticamente significativa quando comparada com o grupo controle
saudavel (4%), indicando que a associagao entre o polimorfismo genético
e a suscetibilidade ao desenvolvimento de CCE foi consistente com altos
niveis de CYP1A1 presente no tecido bucal. O grupo controle incluiu
pacientes atendidos no mesmo local com condi¢gdes que necessitavam de
tratamento odontolégico, porém sem lesdes bucais. Ainda nesse estudo,
a frequéncia e a duragdo do consumo de tabaco foi significativamente
maior no grupo com casos de carcinoma oral (62%) enquanto que no
grupo controle apenas 4% consumiam tabaco por mais de 15 anos.
Apesar disso, alguns autores nao reportam diferengas genotipicas que
poderiam alterar a expressao proteica de CYP1A1 em fumantes e nao
fumantes (Katoh et al., 1999).

Khlifi et al. (2013) revisaram a associagao entre os
polimorfismos de genes que codificam enzimas de metabolismo
carcinogénico: quatro enzimas do citocromo P450 (CYP1A1, CYP1BA1,
CYP2D6 e CYP2E1) e duas isoenzimas N-acetiltransferase (NAT1 e
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NAT2), e mostraram seu possivel envolvimento na predisposicdo ao
desenvolvimento do cancer de cabecga e pescog¢o. Descreveram que o
risco depende de varios fatores, como o nivel de exposi¢cdo ao agente
mutagénico e etnia. A susceptibilidade ao cancer foi diferente de acordo
com o genaotipo de um determinado grupo étnico. Além disso, a expressao
génica das enzimas metabolizadoras variou amplamente em diversos
locais situados na regidao da cabecga e pescogo.

E provavel que as variagdes individuais em atividades
metabdlicas toxicas reguladoras do DNA podem ser parcialmente
responsaveis pela suscetibilidade do hospedeiro ao desenvolvimento do
cancer relacionado a exposigao aos HAPs presentes no tabaco (Cordero
et al., 2010).

2.2.2 Alcool

Assim como o tabagismo, o etilismo é outro fator de risco
para a etiopatogenia do CCE de cabeca e pescogo (Johnson et al., 2005).
Na mucosa oral, o alcool age como um solvente, promovendo um
aumento da exposicdo aos agentes carcinogénicos, permitindo a sua
captacao celular (Brunotto et al., 2014).

O alcool €& metabolizado pela enzima alcool
desidrogenase que oxida etanol a acetaldeido (Johnson et al., 2005). O
acetaldeido € um composto altamente téxico e reativo, capaz de formar
adutos com outras moléculas, interferindo na sintese ou no reparo do
DNA, podendo causar mutagdes (Marichalar-Mendia et al., 2010).
Evidéncias indicam que a acgado carcinogénica local do acetaldeido
desempenha um papel importante no aumento do risco de CCE de boca

associado ao consumo de alcool (Tsai et al., 2014).



22

A oxidacdo de acetaldeido a acetato é catalisada pela
enzima aldeido desidrogenase (ALDH), principalmente a ALDH1 e ALDH2
(Boffetta, Hashibe, 2006; Visus et al.,, 2007). Consequentemente, a
diminui¢cdo da atividade destas enzimas nos tecidos pode contribuir para
niveis elevados de acetaldeido, aumentando o risco para o
desenvolvimento do cancer de cabega e pescogo (Visus et al., 2007).

De acordo com Hwang et al. (2012), o gene ALDH1 é
regulado através de um mecanismo que envolve o acido fdlico,
encontrado em altas concentragbes no figado, estbmago e células da
cavidade oral. Se a disponibilidade de ALDH1 aumenta, mais acetaldeido
€ convertido em acetato, o que diminui o efeito negativo deste acetaldeido
sobre o metabolismo do acido fdlico, juntamente com seus efeitos
carcinogénicos. O acido félico pode ainda ter efeito no ciclo celular sobre
a modulagédo da expressao de genes e vias de transdugéo de sinal, com
implicagdes no desenvolvimento do cancer. Evidéncias sugerem que o
acido félico pode diminuir o risco de cancer de boca mesmo com alto
consumo de alcool (Hwang et al., 2012).

Estudos apontam que a ALDH1 pode ser utilizada como
um marcador de células tronco tumorais. Esta enzima protege as células
tronco neoplasicas do insulto oxidativo conferindo longevidade as
mesmas (Ginestier et al., 2007; Yoshioka et al., 2011; Muzio et al., 2012).
A falta de eficacia da quimioterapia observada em alguns tipos de cancer
também pode ser devida a presencga de células tronco com um elevado
conteudo de ALDH, o que contribui para a resisténcia as drogas, inibindo
os efeitos benéficos da quimioterapia (Muzio et al., 2012).

Michifuri et al. (2012) estudaram a expressao proteica de
ALDH1 em CCE de boca e em epitelio oral normal, e relataram que nao
foi observada expressdo em células do epitélio oral normal. Porém, houve
alta expressado de ALDH1 no citoplasma de células tumorais, sendo que a
maior expressao foi correlacionada com tumores indiferenciados e a

presenca de metastase linfonodal.



23

Em 2013, Qian et al. avaliaram a expressio proteica de
ALDH1 em tumores primarios e metastases de CCE de orofaringe e
relataram que a expressdao de ALDH1 foi detectada em 87,5% dos
tumores primarios e em 90% das metastases. A positividade de ALDH1
teve correlagédo estatisticamente significante com tumores indiferenciados
e com o prognostico dos pacientes: a maior expressdao de ALDH1 foi
significativamente associada a tumores indiferenciados e a ocorréncia de
metastases linfonodais; e pacientes que apresentaram hipoexpressao de
ALDH1 nos tumores primarios tiveram uma taxa de sobrevida de 5 anos
melhor do que aqueles com hiperexpressdo. Além disso, Luo et al., em
2012, relataram que nos carcinomas de nasofaringe, a hiperexpressao
citoplasmatica de ALDH1 foi correlacionada com tumores de estadios
clinicos avangados, embolizacdo linfatica e vascular, e também com a
presenca de metastase linfonodal.

Qian et al. (2014) relataram que pacientes com CCE de
cabeca e pescoco que apresentaram hiperexpressao de ALDH1A1 foram
correlacionados com tumores pobremente diferenciados e com
metastases linfaticas, e tiveram uma menor sobrevida global. A
hiperexpressao de ALDH1A1 foi independente da presenca de HPV, uso
do tabaco ou consumo de alcool.

A hiperexpressdo proteica de ALDH1 também esta
diretamente associada a agressividade de outras neoplasias malignas,
especialmente em carcinoma de mama e melanoma (Boonyaratanakornkit
et al., 2010; Luo et al., 2012; Michifuri et al., 2012). No entanto, no estudo
de Gong et al.(2014), com carcinomas de mama, nao houve correlagao
estatisticamente significante entre a expressao da ALDH1 e o progndstico
dos pacientes, ou entre as variaveis clinico-patologicas.

Yao et al. (2011) observaram uma hiperexpressao
proteica de ALDH1 em 23 dos 89 casos estudados de carcinomas
cervicais de colo de utero, e em 4 dos 20 casos de adenocarcinomas. A

ALDH1 nao foi expressa no epitélio cervical normal. Houve correlagéo
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entre a expressdo de ALDH1 e a presenca de metastases linfonodais nos
carcinomas cervicais. Os pacientes que apresentaram recidiva da doenca
foram os mais propensos a hiperexpressao de ALDH1.

Wang et al., em 2013, demonstraram em seu estudo com
carcinoma de células renais que a hiperexpressao de ALDH1A1 foi
correlacionada com o estadio avancado do tumor. Além disso, os
pacientes com elevada expressiao de ALDH1A1 em seus tumores tiveram
maior recorréncia € menor taxa de sobrevida em comparagdo com
pacientes com baixa expressao de ALDH1A1. O aumento da expressao
de ALDH1A1 foi um fator prognostico independente para a sobrevida livre
de doenca nos pacientes.

Em 2005, Morita et al. estudaram a expressao proteica da
ALDH2 no epitélio esofagico normal e o consumo de alcool em pacientes
com carcinoma de es6fago. A hiperexpressao de ALDH2 foi observada no
epitélio normal de 43 pacientes (84%), principalmente no citoplasma das
células epiteliais da camada basal. A expressdo da ALDH2 foi
correlacionada com a quantidade de bebida alcodlica ingerida. Estes
resultados sugeriram que a exposi¢ao ao alcool pode induzir a expressao
epitelial de ALDH2.

Crous-Bou et al. (2013) avaliou a associagao entre
polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo do alcool, em
especial ADH1B e ALDH2, e o principal efeito do consumo de alcool no
risco de desenvolvimento do cancer colorretal. Os resultados sugeriram
que o polimorfismo do ADH1B mediado pelo alto consumo de alcool foi
considerado diretamente associado ao risco de cancer colorretal, mas tal
associagao para polimorfismo do ALDH2 nao foi encontrada. Em
complementacéao, os resultados da meta-analise realizada por Zhao et al.
(2014) sugeriram que o polimorfismo do ALDH2 pode estar associado
com um risco reduzido de cancer colorretal.

Wang et al. (2014) realizaram uma meta-analise para
determinar se polimorfismos genéticos do ADH1, ADH2 e do ALDH?2
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contribuem para a patogénese do cancer gastrico. Os resultados
sugeriram que o polimorfismo de ALDH2 pode estar fortemente
correlacionado com um risco aumentado de deste tipo de cancer. Além
disso, observaram-se associacbes significativas entre polimorfismos
genéticos de ADH1 e o risco aumentado de céncer gastrico, mas nao
para o ADHZ2. Descreveram ainda que a mutagao geneética do ALDH?2
pode diminuir a sua atividade enzimatica, sugerindo ser um fator protetor
importante contra o alcoolismo, por eliminar a maior parte do acetaldeido
téxico e cancerigeno gerado durante o metabolismo do alcool.

Tsai et al. (2014) examinaram a interagdo entre consumo
de alcool, os genes que metabolizam o alcool, e a higiene oral com o risco
de desenvolvimento de cancer de cabega e pescogo. Os resultados
indicaram que o risco de desenvolvimento deste tipo de cancer pode ser
modificado pela interagédo entre os polimorfismos genéticos do ALDH?2 e a
higiene oral associado com o consumo de alcool. A producdo de
acetaldeido pelos micro-organismos bucais também desempenha um
papel-chave no desenvolvimento do CCE de cabega e pescogo.

Individuos que possuem alteragbes genotipicas na
ALDH2 podem codificar subunidades proteicas incapazes de metabolizar
o acetaldeido, principalmente os asiaticos (Nomura et al., 2000; Matsuda
et al., 2006). Embora haja diversos estudos a respeito da investigacao de
polimorfismos da ALDH2, ha poucos relatos sobre a sua expressao
proteica em CCE de boca e outros tumores.

Ndo ha consenso na literatura a respeito da etiologia,
curso clinico e prognostico de CCE originado em pacientes jovens.
Estudos com este grupo sdo escassos, principalmente enfocando a
expressdo proteica das enzimas metabolizadoras de drogas. Investigar
estas questbes é importante, pois se as diferengas entre os grupos
existirem, estratégias de tratamento para pacientes jovens também

podem ser diferentes.



3 PROPOSIGAO

O objetivo do estudo foi comparar a expresséo proteica
das enzimas metabolizadoras de drogas envolvidas no processo de
biotransformacao do tabaco (CYP1A1 e CYP1B1) e do alcool (ALDH1 e
ALDH2) entre os grupos teste (jovens < 40 anos) e controle (= 50 anos de
idade), e correlacionar estes resultados com as caracteristicas

clinicopatolégicas e com o progndstico dos pacientes.



4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sao José dos Campos - Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Parecer n°. 208.406 (Anexo A), e pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital AC Camargo, Cédigo de Etica n°. 1932/14. Recebeu
auxilio-pesquisa FAPESP sob n°. 2012/21660-6.

4.1 Analise clinicopatolégica

Os prontuarios médicos de 300 pacientes com o
diagnostico de carcinoma epidermoide primario de boca tratados no
Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otorrinolaringologia do
Hospital A.C. Camargo de Sao Paulo, no periodo de 1970 a 2007, foram
retrospectivamente revisados. Os dados coletados incluiram: idade,
género, histéria de lesdo pré-maligna, comorbidades, fatores de risco
(tabaco e alcool), histopatologia, localizagéo, estadio TNM (UICC), de
acordo com Greene et al. (2002), modalidade de tratamento e seguimento
(60 meses, no minimo).

Foram excluidos do estudo os pacientes com o
diagnodstico de carcinoma epidermoide de labio, faringe, laringe, e que os
blocos de parafina nao estavam disponiveis.

Os pacientes foram divididos em dois grupos:

a) grupo teste: 41 pacientes com idade < 40 anos;
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b) grupo controle: 59 pacientes com idade = 50

anos.

Os espécimes biopsiados antes do tratamento ou pecas
cirurgicas de pacientes que n&o tenham recebido tratamento prévio foram
graduados de acordo com o grau de diferenciagao (Johnson et al., 2005).
O grau de queratinizagdo, numero de mitoses, modo de invasao,
profundidade da invasao e infiltrado linfoplasmocitario também foram
analisados, de acordo com Anneroth et al. (1997) e Bryne et al.(1992).

As modalidades de tratamento investigadas foram:
cirurgia, radioterapia e quimioterapia indicada de forma isolada ou
associada. Os casos foram avaliados quanto a recorréncia local,
metastase regional e a distancia. A presencga de segundo e multiplo tumor

primario foi baseada nos critérios propostos por Warren e Gates (1932).

4.2 Construgao do Tissue microarray (TMA)

Apos a revisao morfolégica de todos o0s casos
encontrados, foram identificadas e demarcadas areas tumorais
representativas de pelo menos um bloco original de cada caso. Cilindros
de tecido (cores) dos blocos de parafina originais (doadores) foram
retirados com agulhas especiais de 1 mm de didmetro e inseridos, de
forma ordenada, em um bloco receptor de resina sintética (Histosec@,
Merck), utilizando um equipamento manual ou arrayer (Beecher
Instrumedics, Microarray Technology). Cortes de 4um foram realizados a
partir do bloco TMA, recolhidos com o auxilio de filme aderente comercial
(Instrumedics) e montados sobre laminas comerciais com adesivo
(Starfrost@, Instrumedics) e/ou carregadas positivamente (Superfrost

Plus@), Erviegas). O tecido foi fixado através da exposi¢cao das laminas a
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luz ultra-violeta por 15 minutos e o adesivo plastico foi removido com
solvente ndo clorinado (TPC@), Instrumedics). As laminas foram

identificadas e armazenadas a -20 °C.

4.3 Avaliacao preliminar

Visando avaliar a representatividade de tecido tumoral
nos diferentes niveis do bloco TMA, se¢des seriadas correspondentes a
cinco niveis de profundidade (niveis 1, 10, 20, 40, 60 um) foram coradas
com Hematoxilina-Eosina (HE) e analisadas ao microscoépio de luz. Assim,
foram selecionadas laminas do bloco TMA representativas de dois
diferentes niveis, a area mais indiferenciada e a area mais profunda da
invasdo, e submetidas a reagdes de imuno-histoquimica com anticorpos
anti-CYP1A1, anti-CYP1B1, anti-ALDH1 e anti-ALDH2.

4.4 Imuno-histoquimica

Os cortes foram pré-aquecidos a 60 °C por pelo menos 12
horas, desparafinizados em xilol e hidratados em solugdes decrescentes
de alcool. Para cada anticorpo, as laminas foram submetidas ao método
de recuperacado antigénica com solugdo tampdo de citrato (pH 6.0)
através da panela de pressao Pascal (DakoCytomation, Modelo S2800).
O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com solugdo de
peroxido de hidrogénio 3% (Merck) por 20 minutos de tratamento a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram incubadas com o
anticorpo primario (Tabela 1) previamente diluido em tampao PBS
contendo albumina bovina (BSA) 1% (Sigma, A9647, EUA) e azida sddica
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(NaN3) 0,1%, por 18 horas (overnight) a 4 °C em camara umida. A
deteccdo da reacdo foi feita com o sistema comercial estreptoavidina
biotina-peroxidase de acordo com as especificagdes do fabricante (LSAB
ou StrepABC Duet, DakoCytomation), utilizando o substrato cromogénico
DAB (diaminobenzidina, DakoCytomation). Por fim, os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Mayer. Finalmente, procedeu-se a
desidratacdo em série de alcoodis, passagem em xilol e montagem de
laminas com Vectamount H-5000 (Vector, Peterborough, UK). Controles
positivos e negativos (auséncia do anticorpo primario) foram realizados

nas reagdes imuno-histoquimicas.

Tabela 1 - Lista de anticorpos primarios

Anticorpo* | Clone | Diluicgo |  Controle positivo
Anti-CYP1A1  6G5 1:75 Carcinoma de ovario
Anti-CYP1B1 Policlonal 1:600 Cérebro
Anti-ALDH1 EP1933Y 1:400 Figado
Anti-ALDH2 EPR4493 1:200 Cdlon

*Fabricante: Abcam, Cambridge, MA, EUA.

4.5 Analise dos resultados

4.5.1 Analise imuno-histoquimica

Foi observada a marcacio citoplasmatica para todos os
anticorpos. Os cortes nas laminas foram escaneados, a imunopositividade
foi previamente determinada e as areas analisadas foram demarcadas

(Figura 1) para que células ndao tumorais nao fossem contadas.
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Para o escaneamento das laminas foi utilizado o aparelho
ScanScope ® GL System (Aperio Technologies, Inc., California, USA). As
imagens digitalizadas foram analisadas através do software Aperio
ImageScope Viewer ®, utilizando-se o algoritimo Positive Pixel Count v9.
A porcentagem de marcagao positiva para cada marcador, representada
pela razdo de marcagao positiva e marcagéao total (positiva e negativa) foi

considerada para analise estatistica.

Figura 1 - Fotomicrografia exibindo area tumoral demarcada para contagem das células
positivas. Imunoperoxidase,100x.

4.5.2 Analise estatistica

Foi utilizado o teste Qui-Quadrado para verificar a
homogeneidade dos grupos quanto as variaveis clinicas e
anatomopatologicas.

A expressao dos marcadores CYP1A1, CYP1B1, ALDH1
e ALDH2 foi comparada entre os grupos por meio do teste nao
paramétrico de Mann-Whitney.

Nas analises de sobrevida, as expressbes dos

marcadores foram dicotomizadas de acordo com a mediana. Graficos de
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Kaplan-Meier foram construidos e o teste de logrank foi utilizado para
comparar os riscos de 6bito por qualquer causa (sobrevida global), obito
por cancer (sobrevida doenca especifica) e recidiva (sobrevida livre de
doenca) do grupo que expressou um determinado marcador (>=mediana)
com o grupo que nao expressou um determinado marcador (<mediana).

O nivel de confianga adotado foi o de 5% e software livre

R versdo 3.0.1 (www.r-project.orq) foi utilizado nas analises.



http://www.r-project.org/

5 RESULTADOS

5.1 Analise clinicopatolégica

Os resultados clinicopatologicos estdo resumidos na
Tabela 2.

Os dados coletados através da analise dos prontuarios
dos pacientes revelaram que houve uma predominancia do género
masculino tanto no grupo teste (pacientes <40 anos de idade), como no
grupo controle (pacientes =50 anos), representando 66% e 80% dos
casos, respectivamente. Foi notada também uma predominancia da raca
leucoderma, representando 78% dos casos no grupo teste e 83% dos
casos no grupo controle. A localizagdo mais comum do tumor foi na
lingua, 50% no grupo teste e 56% no grupo controle. A maioria dos
pacientes era tabagista, 79% dos casos no grupo teste e 83% dos casos
no grupo controle, e também etilistas, 62% no grupo teste e 61% no grupo
controle.

Em relacdo ao estadio TNM foi observado que o estadio
T4 foi maioria entre os jovens (44%) enquanto que no grupo controle o
estadio T2 (tumor de 2 cm a 4 cm em sua maior dimensdo) foi
predominante (39%). Quando se refere a presengca ou auséncia de
metastases em linfonodos regionais (N) observou-se que na maioria
houve presenga de metastase em linfonodos, 56% no grupo teste e 58%
no grupo controle. Quanto ao estadiamento clinico observamos que 80%
dos jovens e 78% dos mais idosos apresentaram tumores em estagio
avancado (EC3 e EC4), porém a maioria dos tumores apresentou-se

histologicamente bem diferenciado (63% em jovens e 57% nos mais
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idosos). Esses tumores apresentaram-se com margem livre de lesdo em
82% dos casos no grupo teste e em todos os casos no grupo controle, e
receberam, em sua maioria, tratamento primario cirurgico e radioterapico
(56% no grupo teste e 41% no grupo controle). Apresentaram recidiva da
lesdo 59% dos jovens e 44% dos mais idosos, sendo que a recorréncia foi
local em sua maioria (33% e 25%, respectivamente). Nao apresentaram
um segundo tumor primario 85% e 89% dos casos, jovens e idosos,

respectivamente.

Tabela 2 — Analise descritiva dos dados clinicopatoldgicos

(continua)
Idade
Variavel Categoria <40 | 250 |Total p
A Masculino 27 (66) 47 (80) 74
Género Feminino 14 (34) 12(20) 26 01216
Raca Leucoderma 32 (78) 9(83) 81 0,5306
Outras 9(22) 10(17) 19
Localizagao do tumor lingua 18(50) 0(56) 48 0,7644
Assoalho 12 (33) 3(24) 25
Retromolar 5(14) 10 (19) 15
Mucosa jugal,
Palato,
Rebordo, 1(3) 1(2) 2
Gengiva
Tabagista Nao 8(21) 9(17) 17 0,6358
Sim 31(79) 45(83) 76
Etilista Néo 15(38) 21(39) 36  0,9667
Sim 24 (62) 33 (61) 57
T 1 3(7) 2(3) 5 0,2555
2 10 (24) 23 (39) 33
3 10 (24) 17 (29) 27
4 18 (44) 17 (29) 35
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(concluséao)

Idade
Variavel Categoria <40 | 250 |Total p
0 18 (44) 25(42) 43
N Demais 23 (56) 34 (58) 57 0,8792
M Presenca 0(0) 0(0) 0 NA¥
Auséncia 41 (100) 59 (100) 99
G s Precoce (1-2) 8 (20) 13(22) 21
Estadio clinico Avancado (3-4) 33 (80) 46(78) 79 0,7607
Bem 26 (63) 30(57) 56
Histopatologico n Moderadamente 7 (17) 20(38) 27 0,0246
Pobremente 8 (20) 3 (6) 11
~ Livre 32(82) 35(100) 67
Margem da lesao Comprometida 7 (18) 0 (0) 7 0,0253
C 15 (37) 22 (38) 37
. RxT 12) 9(6) 10
Tratamento primario C+RxT 23 (56) 24 (41) 47 0,1591
C+RxT+QT 2 (5) 3 (5) 5
.- N&o 16 (41) 20 (56) 36
Recidiva Sim 23 (59) 16(44) 39 0,2083

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; *NA nao se aplica

5.2 Anadlise imuno-histoquimica

5.2.1 Andlise descritiva da marcagao e comparativa entre os grupos

As marcagbes imuno-histoquimicas foram observadas no

citoplasma das células neoplasicas, caracterizadas por uma coloragao

acastanhada e homogénea, como exemplificada na Figura 2.
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CONTROLE

CYP1B1 CYP1A1

ALDH1

ALDH2

Figura 2 — Imunomarcagao nos grupos estudados. Grupo teste: A) CYP1A1; B) CYP1B1;
C) ALDH1; D) ALDH2. Grupo controle: E) CYP1A1; F) CYP1B1; G) ALDH1; H) ALDH2.
Aumento 200x, Coloragdo DAB.
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Os resultados das analises imuno-histoquimicas obtidos

nos espécimes nos grupos avaliados estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Analise comparativa entre grupos para as proteinas estudadas

Marcador Grupo n | Média Dest|o Mediana p
padrao
Teste 41 0,098 0,146 0,036
CYPIA1 Controle 59 0,160 0,208 0,054 0,312
Teste 41 0,990 0,012 0,993
YP1B1 ’ ’ ’ <0.001
c Controle 59 0,997 0,002 0,997 0.00
ALDH1 Teste 41 0,036 0,101 0,006 0,109
Controle 59 0,125 0,220 0,008
ALDH2 Teste 41 0,867 0,121 0,585 0,130
Controle 59 0,894 0,119 0,462

De acordo com a Tabela 3, o teste demonstrou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa na imunoexpressdo dos
marcadores ALDH1, ALDH2 e CYP1A1 quando se comparam 0s grupos
(p>0,05). Houve diferenca estatistica entre os grupos para a proteina
CYP1B1 (p<0,001), onde a expressao desta foi maior nos pacientes mais
idosos (controle). Isso também pode ser observado nos graficos das

Figuras 3 a 6.



Média de CYP1A1

Figura 3 — Grafico representativo do marcador CYP1A1 para cada grupo.

Média de CYP1B1

Figura 4 — Grafico representativo do marcador CYP1B1 para cada grupo.

0.8

0.6

04

0.2

0.0

0.94 0.95 0.86 0.97 0.98 0.89 1.00

0.93

p=031 L
]
[ ]
o ®
L
g .
L ] ®
L [
L J
$ . o
[
My
[
L L
‘o o L
]
L)
®
T T
<=40 anos >=50 anos

ey =0 N
L ]
7 "
F [
L
* .
. )
[
L
L
L
I I
<=40 anos >=50 anos




p=011 LY
fi's} ®
g
o _| ® L ]
[a]
T
3
i} [
E < | * @
= o
D
= L ]
..
o~ | L
[ Qe
PR
o
=4 ool
T T
<=40 anos >=50 anos

Figura 5 — Grafico representativo do marcador ALDH1 para cada grupo.
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Figura 6 — Grafico representativo do marcador ALDH2 para cada grupo.
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5.2.2 Correlagéo entre os marcadores imuno-histoquimicos

Todas as possiveis correlacbes entre os marcadores,
duas a duas, considerando todos os pacientes e considerando os
pacientes do grupo teste (jovens) e grupo controle (adultos) separados,
estdo exemplificadas no Apéndice A. De acordo com os valores de p
observados houve algumas correlagdes estatisticamente significantes,

porém os valores de correlagéo (r) ndo foram significativos.

5.2.3 Andlise comparativa entre as variaveis clinicopatolégicas e a
expressao imuno-histoquimica

Podemos observar o resultado estatistico comparativo
entre as variaveis clinicopatolégicas e o0s marcadores imuno-
histoquimicos (CYP1A1, CYP1B1, ALDH1 e ALDH2), sem distingdo por
grupo, nas Tabelas 4, 5, 6 e 7, respectivamente.

A expressdo da CYP1A1 associou-se significativamente
com as variaveis: género, tabagismo e etilismo (p<0,05), sendo que a sua
maior expressao foi observada no género masculino, em pacientes

tabagistas e etilistas (Tabela 4).
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Tabela 4 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da CYP1A1

Desvio

Variavel Categoria n | Média - Mediana p
padrao
. Masculino 74 0,155 0,194 0,061
Género Feminino 26 0077 0153 0021 2007
Lingua 48 0118 0185 0,038
Assoalho 25 0,163 0178 0,097
Local do Retromolar 15 0,171 0,245 0,050 0584
Tumor . Mucosa 5]
jugalpalato 5 4455 205 0,155
rebordo e
gengiva
. Nao 17 0,036 0,033 0,024
Tabagista Sim 76 0154 0196 0060 919
N Nao 36 0098 0179 0,028
Etilista Sim 57 0155 0184 o070 %91
T 142 38 0093 0118 0040 046
3+4 62 0160 0215 0,052
N 0 43 0110 0171 0035 .
Demais 57 0153 0197 0,054 ’
Estadio Precoce 21 0,066 0,106 0,027 0.09
clinico Avancado 79 0,152 0,199 0,052 ’
Hist Bom 56 0107 0151 0,044
to'lségirg Moderado 27 0,147 0203 0051 0,71
Pobre 11 0,096 0,148 0,029
Livre 67 0092 0135 0,038
Margem Compro- 7 0065 0104 0029 048
metida
N Nao 36 0088 0117 0,034
Recidiva Sim 39 0099 0152 0037 002
~aca Branca 81 0131 0182 0038 043
¢ N&o Branca 19 0150 0208 0,052
C 37 0085 0107 0103
Tratamento RxT 10 0,285 0,271 0,463 0,06
priméario* C+RXT 47 0117 04172 0,130
C+RxT+
or 5 0320 0347 0,591

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia.
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Na Tabela 5 observamos que a expressdo da CYP1B1
associou-se significativamente com as variaveis: T (extensdo do tumor
primario), estadio clinico e comprometimento de margens cirurgicas
(p<0,05). Sua maior expressao foi observada nos tumores T1 e T2, em

estadio clinico precoce e com margens cirurgicas livres de neoplasia.

Tabela 5 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da CYP1B1

(continua)
Variavel Categoria n | Média DeS\QO Mediana p
padrao

Género Masculino 74 0,994 0,009 0,997 083

Feminino 26 0,995 0,004 0,997 ’

Lingua 48 0,995 0,006 0,997

Assoalho 25 0,992 0,014 0,997

Local do Retromolar 15 0,995 0,006 0,997

Tumor  Mucosa jugal, 0,80

palato, 5 4995 0004 0,995
rebordo e
gengiva
. N30 17 0996 0003 0,997
Tabagista Sim 76 0,993 0,009 0,997 0,16
N N30 36 0996 0004 0,997
Etlista Sim 57 0,993 0010 0,997 0.14
142 38 0995 0011 0,997
T 3+4 62 0993 0006 0,996 0,0014
N 0 43 0993 0,011 0,997 046
Demais 57 0994 0,005 0,097 !
Estadio Precoce 21 0,994 0,014 0,998 0.01
clinico Avancado 79 0,994 0,006 0,997 ’
Histopa Bom 56 0,094 0006 0,997
olboiee  Moderado 27 0,993 0,013 0997 0,39
Pobre 11 00994 0006 0,997
Livre 67 0,993 0010 0,997
Margem Compro- 0,02

metida 7 0,990 0,006 0,992
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Tabela 5 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da CYP1B1

(concluséao)
Variavel Categoria | n | Média Desv~|o Mediana p
padrao
.. Ndo 36 0,990 0,005 0,997
Recidiva Sim 39 0,991 0,012 0006 207
Branca 81 0,994 0,006 0,997
Raca Nao 19 (992 0,015 0997 07
Branca
37 0995 0,006 0,998
Tratamento o 45 0996 0,004 0,998 0.68
C+RxT 47 0,993 0,010 0,998
primario™  C+RxT+ o ( 996 0,003 0,999

QT

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia.

Na Tabela 6 demonstra que a expressdo da ALDH1
associou-se significativamente com as variaveis: recidiva da lesdo e
tratamento primario (p<0,05). Sua maior expressdo foi observada na
auséncia de recidiva da lesédo e na realizagao de tratamento primario

cirurgico.

Tabela 6 — Anadlise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDH1

(continua)
Variavel Categoria n |Média Desv~|o Mediana p
padrao
o Masculino 74 0,088 0,169 0,008
Género Feminino 26 0,089 0229 0005 0409
Lingua 48 0,066 0,153 0,006
Assoalho 25 0,126 0,243 0,006
Local do Retromolar 15 0,106 0,188 0,013 (541
Tumor Mucosa jugal, ’

Palato, Rebordo, 2 0,003 0,004 0,003
Gengiva
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Tabela 6 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDH1

(concluséao)
Variavel Categoria | n Média Desv~|o Mediana p
padrao
. Nao 17 0,012 0,028 0,004
Tabagista Sim 76 0092 0,179 0,007 0.15
N Nao 36 0,063 0,195 0,004
Etilista Sim 57 0086 0,143 0,007 0.11
T 142 38 0122 0,231 0,006 074
3+4 62 0,068 0,150 0,007 ’
0 43 0,116 0,203 0,011
N . 0,13
Demais 57 0,067 0,170 0,006
Estadio Precoce 21 0,134 0,239 0,01 065
clinico Avancado 79 0,076 0,169 0,007 ’
it Bom 56 0,037 0,075 0,006
tol'gg?g:' Moderado 27 0,173 0,261 0,019 0,10
Pobre 11 0,108 0,256 0,006
Margem Livre 67 0,075 0,157 0,007 0,15
Compro- 2 5005 0005 0003
metida
Recidiva Nao 36 0,083 0,147 0,010 0,02
Sim 39 0,053 0,154 0,004
Raca Branca 81 0,089 0,181 0,007 0,79
Naobranca 19 0,086 0,208 0,008
C 37 0,105 0,179 0,180
Tratamento RXT 10 0,143 0,249 0,121 0,04
C+RxT 47 0,050 0,142 0,018
primario C*gf* 5 0065 0130 0,024

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia.

A expressdao da ALDH2 associou-se significativamente

com as variaveis: localizagao do tumor, tabagismo e etilismo (p<0,05).

Sua maior expressao foi observada nos tumores localizados no assoalho

bucal, nos pacientes tabagistas e etilistas (Tabela 7).



45

Tabela 7 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDH2

Variavel Categoria n Média Desvlo Mediana p
padrao
] Masculino 74 0894 0106 0,923
Género Feminino 26 0853 0450 0919 0314
Lingua 48 0852 0127 0886
Assoalho 25 0938 0062 0,970
Local do Retromolar 15 0,906 0,142 0,967
Tumor  Mucosa Jugal, 0,010
palato, 2 0935 0060 0935
rebordo e
gengiva
. N&o 17 0822 0137 0885
Tabagista Sim 76 0894 0413 0930 9010
N N&o 36 0837 0142 0886
Etilista Sim 57 0909 0096 0940 016
142 38 0884 0121 0923 (gg4
3+4 62 0883 0120 0,921
N 0 43 0888 0118 094 0719
Demais 57 0879 0122 0,900
Estadio Precoce 21 0,892 0,122 0,948 0815
clinico Avancado 79 0881 0,120 0,916 !
, Bom 56 0892 0,094 0917
Histopa- 1 4erad 27 0854 0158 0898 0,954
tolégico oderado ’ ’ ’ ’
Pobre 11 0860 0140 0916
Livre 67 0856 0131 0,892
Margem Compro- 7 0904 0070 0929 0644
metida
N N&o 36 0864 0123 0,889
Recidiva Sim 39 0853 0431 o0ggg 0940
Branca 81 0879 0121 00915
Raca Ndobranca 19 0902 0415 0931 0386
C 37 0880 0,111 0966 0062
Tratamento RxT 10 0938 0,088 0987
. C+RxT 47 0865 0133 0,969
primario

C+RxT+QT 5 0,944 0,066 0,983

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia.
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variaveis
CYP1A1,
CYP1B1, ALDH1 e ALDHZ2, considerando apenas os pacientes do grupo

Os resultados comparativos entre as

clinicopatologicas e os marcadores imuno-histoquimicos:
teste, estdo expressos nas Tabelas 8, 9, 10 e 11, respectivamente.

A expressdo da CYP1A1 associou-se significativamente
com a variavel localizagdo do tumor (p<0,05). Sua maior expressao foi
observada nos tumores localizados na mucosa jugal, palato, rebordo e

gengiva, considerando os pacientes jovens (Tabela 8).

Tabela 8 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da CYP1A1, considerando o grupo teste

(continua)
Variavel Categoria n | Média Desv~|o Mediana p
padrao
Género Masculino 27 0,119 0,168 0,050 0,221
Feminino 14 0,057 0,077 0,030
Raca Branca 32 0,099 0,146 0,036 0,813
Nao branca 9 0,094 0,153 0,043
Local Lingua 18 0,033 0,026 0,028
do Assoalho 12 0,191 0,213 0,084
tumor Retromolar 5 0,035 0,018 0,031 0,011
Mucosa
jugal, palato, 44 54, NA 0,300
rebordo e ’ ’
gengiva
Tabagista Nao 8 0,032 0,021 0,028 0,169
Sim 31 0,119 0,162 0,056
Etilista Nao 15 0,073 0,150 0,029 0,109
Sim 24 0,120 0,147 0,057
T 1+2 13 0,095 0,126 0,062 0,169
3+4 28 0,099 0,156 0,033
N 0 18 0,071 0,112 0,036 0,674
Demais 23 0,119 0,167 0,043
Estadio Precoce 8 0,123 0,155 0,084 0,110
Clinico Avangado 33 0,091 0,145 0,035
Histopa- Bom 26 0,098 0,142 0,044
Tolégico Moderado 7 0,111 0,174 0,035 0,564
Pobre 8 0,084 0,151 0,024
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Tabela 8 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressédo da CYP1A1, considerando o grupo teste

concluséo)
Variavel Categoria n Média DeS\QO Mediana p
padrao
Margem Livre 32 0,097 0,149 0,040 0,420
comprome 7 0065 0104 0,029
Recidiva Nao 16 0,091 0,118 0,052
Sim 23 0,108 0,169 0,035 0,689
Tratamento C 15 0,075 0,110 0,037
primario* RxT 1 0,391 NA 0,391 0,524
C+RxT 23 0,104 0,162 0,035
C+RxT+QT 2 0,053 0,062 0,053

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; NA — Nao avaliavel

A expressdo da CYP1B1 associou-se significativamente

com as variaveis: T (tamanho do tumor) e estadio clinico (EC) (p<0,05).

Sua maior expressao foi observada nos tumores T1+T2 e em estadio
clinico precoce (EC1+EC2) (Tabela 9).

Tabela 9 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da CYP1B1, considerando o grupo teste

(continua)
Variavel Categoria n Média Desvlo Mediana p
padrao
Género Maculino 27 0,988 0,014 0,992 0,449
Feminino 14 0,993 0,005 0,994
Raca Branca 32 0,990 0,008 0,993 0,570
Nao branca 9 0,987 0,021 0,997
Local Lingua 18 0,991 0,008 0,995
do Assoalho 12 0,986 0,019 0,993 0,908
tumor Retromolar 5 0,989 0,008 0,990
Mucosa
jugal,
palato, 1 0,992 NA 0,992
rebordo e
gengiva
Tabagista Nao 8 0,994 0,003 0,995 0,296
Sim 31 0,988 0,013 0,993
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Tabela 9 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expresséo da CYP1B1, considerando o grupo teste

(concluséao)
Variavel Categoria n | Média DeS\QO Mediana p
padrao
Etilista Nao 15 0,993 0,006 0,996 0,248
Sim 24 0,987 0,014 0,992
T 1+2 13 0,990 0,018 0,997 0,019
3+4 28 0,989 0,007 0,991
N 0 18 0,988 0,016 0,994 0,645
Demais 23 0,991 0,007 0,992
Estadio Precoce 8 0,989 0,023 0,997 0,043
clinico Avancado 33 0,990 0,008 0,992
Histopa- Bom 26 0,990 0,008 0,992
tolégico Moderado 7 0,983 0,024 0,996 0,310
Pobre 8 0,993 0,006 0,997
Margem Livre 32 0,990 0,013 0,995 0,464
Comprome: 7 0990 0006 0992
Recidiva Nao 16 0,992 0,007 0,996 0,331
Sim 23 0,988 0,014 0,992
Tratamento C 15 0,992 0,009 0,996
primario* RxT 1 0,984 NA 0,984 0,216

C+RxT 23 0,988 0,014 0,992
C+RxT+QT 2 0,994 0,006 0,994

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; NA — Nao avaliavel

A expressao da ALDH1 associou-se significativamente
com as variaveis: T (extensdo do tumor primario), estadio clinico e
recidiva da lesdo (p<0,05). Sua maior expressao foi observada nos
tumores T1+T2, em estadio clinico precoce (EC1+EC2) e na auséncia de
recidiva (Tabela 10).
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Tabela 10 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDH1, considerando o grupo teste

(continua)
Variavel Categoria n Meédia ;I)Daedsgléig Mediana p
Género Masculino 27 0,027 0,052 0,007 0,804
Feminino 14 0,055 0,160 0,005
Raca Branca 32 0,036 0,111 0,005 0,449
N30 9 003 0062 0008
Local Lingua 18 0,037 0,061 0,009
do Assoalho 12 0,013 0,027 0,003 0,437
tumor Retromolar 5 0,004 0,003 0,004
Mucosa
jugal,
palato, 1 0,006 NA 0,006
rebord_o e
gengiva
Tabagista Nao 8 0,021 0,041 0,007 0,663
Sim 31 0,042 0,115 0,004
Etilista Nao 15 0,007 0,008 0,003 0,094
Sim 24 0,057 0,129 0,007
T 142 13 0,088 0,168 0,013 0,010
3+4 28 0,012 0,028 0,004
N 0 18 0,060 0,145 0,007  0,4005
Demais 23 0,018 0,041 0,006
Estadio Precoce 8 0,113 0,208 0,012 0,044
clinico Avangado 33 0,018 0,039 0,004
Histopa- Bom 26 0,026 0,051 0,007
tologico Moderado 7 0,110 0,223 0,008 0,204
Pobre 8 0,005 0,005 0,003
Margem Livre 32 0,045 0,113 0,007 0,133
Comprome- 7 5005 0005 0,003

tida
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Tabela 10 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDH1, considerando o grupo teste

(concluséao)
Variavel Categoria n | Média B:g\r/g; Mediana p
Tratamento C 15 0,075 0,159 0,010
primario* RxT 1 0,007 NA 0,007 0,142
C+RxT 23 0,016 0,030 0,006
C+RxT+QT 2 0,001 0,000 0,001
Recidiva Nao 16 0,068 0,152 0,012 0,041
Sim 23 0,017 0,043 0,004

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; NA — Nao avaliavel

A expressao da ALDH2 associou-se significativamente

com as variaveis: localizagcdo do tumor e gradagao histopatoldgica

(p<0,05). Sua maior expressao foi observada nos tumores localizados na

mucosa jugal, palato, rebordo e gengiva, e bem diferenciados (Tabela 11).

Tabela 11 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDH2, considerando o grupo teste

(continua)
Variavel Categoria n Média Desvlo Mediana p
padrao
Género Masculino 27 0,887 0,092 0,900 0,425
Feminino 14 0,828 0,161 0,933
Raca Branca 32 0,858 0,120 0,885 0,213
Nao branca 9 0,900 0,128 0,931
Local Lingua 18 0,801 0,134 0,809
Do Assoalho 12 0,941 0,041 0,944 0,008
tumor Retromolar 5 0,916 0,083 0,958
Mucosa
jugal, palato, 4 g7¢ NA 0,978
rebordo e ' '
gengiva
Tabagista Nao 8 0,807 0,140 0,792 0,144
Sim 31 0,883 0,116 0,927
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Tabela 11 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDHZ2, considerando o grupo teste

(concluséao)
Variavel Categoria n Média Desvlo Mediana p
padrao
Etilista Nao 15 0,805 0,150 0,795 0,053
Sim 24 0,906 0,084 0,930
T 1+2 13 0,871 0,139 0,931 0,768
3+4 28 0,865 0,115 0,892
N 0 18 0,859 0,118 0,927 0,462
Demais 23 0,874 0,126 0,900
Estadio Precoce 8 0,928 0,061 0,954 0,193
clinico Avancado 33 0,852 0,128 0,884
Histopa- Bom 26 0,911 0,081 0,940
tologico Moderado 7 0,759 0,148 0,756 0,025
Pobre 8 0,821 0,144 0,839
Margem Livre 32 0,854 0,130 0,893 0,728
Comprome: 7 0905 0070 0,929
Recidiva Nao 16 0,862 0,137 0,915 0,775
Sim 23 0,861 0,113 0,882
Tratamento C 15 0,894 0,092 0,929
primario* RxT 1 0,982 NA 0,982 0,321
C+RxT 23 0,841 0,138 0,882
C+RxT+QT 2 0,911 0,102 0,911

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; NA — Nao avaliavel

Os resultados comparativos entre as variaveis
clinicopatolégicas e os marcadores imuno-histoquimicos (CYP1A1,
CYP1B1, ALDH1 e ALDH2), considerando apenas os pacientes do grupo
controle, estdo exemplificados nas Tabelas 12, 13, 14 e 15,
respectivamente.

A expressdo da CYP1A1 associou-se significativamente
com as variaveis: género e estadio clinico (p<0,05). Sua maior expressao
foi observada no género masculino e nos tumores em estadio clinico

avangado, considerando o grupo controle (Tabela 12).
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Tabela 12 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expresséo da CYP1A1, considerando o grupo controle

Variavel Categoria | n | Média Desvlo Mediana p
padrao
Género Masculino 47 0,175 0,206 0,074 0,031
Feminino 12 0,100 0,212 0,019
Raca Branca 49 0,152 0,202 0,051 0,396
Nao branca 10 0,201 0,244 0,074
Local Lingua 30 0,168 0,219 0,063
do Assoalho 13 0,137 0,144 0,111 0,553
Tumor Retromolar 10 0,239 0,280 0,131
Mucosa
jugal, palato, 4 5 NA 0,009
rebordo e ’ ’
gengiva
Tabagista Nao 9 0,040 0,042 0,023 0,050
Sim 45 0,178 0,215 0,074
Etilista Nao 21 0,116 0,199 0,027 0,095
Sim 33 0,180 0,205 0,116
T 1+2 25 0,092 0,117 0,027 0,068
3+4 34 0,210 0,245 0,0932
N 0 25 0,138 0,201 0,027 0,230
Demais 34 0,176 0,214 0,095
Estadio Precoce 13 0,031 0,036 0,019 0,002
clinico Avancado 46 0,196 0,222 0,114
Histopa- Bom 30 0,115 0,161 0,045
tologico Moderado 20 0,160 0,215 0,063 0,875
Pobre 3 0,129 0,166 0,054
Tratamento C 22 0,092 0,108 0,031
primario* RxT 9 0,273 0,284 0,116 0,050
C+RxT 24 0,131 0,183 0,045
C+RxT+QT 3 0,499 0,346 0,591
Recidiva Nao 20 0,085 0,119 0,025 0,368
Sim 16 0,086 0,129 0,045

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; NA — Nao avaliavel

A expressdo da CYP1B1 associou-se significativamente
com a variavel T (extensdo do tumor primario) (p<0,05). Sua maior

expressao foi observada nos tumores T1+T2 (Tabela 13).
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Tabela 13 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a

expressao da CYP1B1, considerando o grupo controle

Desvio

Variavel Categoria n Média ~ Mediana p
padrao
Género Masculino 47 0,997 0,002 0,997 0,571
Feminino 12 0,998 0,0007 0,998
Raca Branca 49 0,997 0,0021 0,997 0,903
N&o branca 10 0,997 0,0010 0,997
Tabagista Nao 9 0,998 0,001 0,998 0,068
Sim 45 0,997 0,002 0,997
Etilista Nao 21 0,998 0,001 0,998 0,114
Sim 33 0,997 0,002 0,997
T 1+2 25 0,997 0,002 0,998 0,036
3+4 34 0,997 0,001 0,997
N 0 25 0,997 0,001 0,998 0,438
Demais 34 0,997 0,002 0,997
Estadio Precoce 13 0,997 0,002 0,998 0,109
clinico Avangado 46 0,997 0,001 0,997
Histopa- Bom 30 0,997 0,001 0,998
tologico Moderado 20 0,997 0,002 0,998 0,626
Pobre 3 0,997 0,001 0,997
Local Lingua 30 0,997 0,0023 0,997
do Assoalho 13 0,997 0,0019 0,997 0,654
tumor Retromolar 10 0,997 0,001 0,998
Mucosa 1 0,998 NA 0,998
jugal, palato,
rebordo e
gengiva
Tratamento C 22 0,997 0,002 0,997
RxT 9 0,997 0,000 0,997 0,418
primario* C+RxT 24 0,997 0,002 0,998
C+RxT+QT 3 0,997 0,001 0,998
Recidiva Nao 20 0,997 0,002 0,998
Sim 16 0,997 0,002 0,998 0,389

Abreviacdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; NA — Nao avaliavel

A expressdao da ALDH1 associou-se significativamente

com as variaveis: tabagismo e gradacgao histopatolégica (p<0,05). Sua

maior expressao foi observada em pacientes tabagistas e com tumores

pobremente diferenciados (Tabela 14).
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Tabela 14 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDH1, considerando o grupo controle

Variavel Categoria n | Média Desvlo Mediana p
padrao
Género Masculino 47 0,123 0,2020 0,015 0,658
Feminino 12 0,130 0,2940 0,006
Raca Branca 49 0,123 0,2101 0,008 0,975
Nao branca 10 0,131 0,2807 0,010
Local Lingua 30 0,084 0,1881 0,006
do Assoalho 13 0,231 0,3053 0,058 0,095
tumor Retromolar 10 0,156 0,2161 0,033
Mucosa 1 0,000 NA 0,000
jugal,
palato,
rebordo e
gengiva
Tabagista Nao 9 0,005 0,0050 0,003 0,037
Sim 45 0,126 0,2070 0,015
Etilista Nao 21 0,103 0,2509 0,008 0,429
Sim 33 0,107 0,1517 0,008
T 1+2 25 0,139 0,2596 0,005 0,211
3+4 34 0,114 0,1908 0,021
N 0 25 0,157 0,2313 0,014 0,216
Demais 34 0,100 0,2130 0,006
Estadio Precoce 13 0,147 0,2635 0,004 0,447
clinico Avangado 46 0,118 0,2101 0,014
Histopa- Bom 30 0,046 0,0907 0,006
tologico Moderado 20 0,195 0,2760 0,021 0,029
Pobre 3 0,382 0,4165 0,168
Tratamento C 22 0,126 0,1929 0,011
RxT 9 0,158 0,2593 0,057
primario* C+RxT 24 0,083 0,1931 0,006 0,297
C+RxT+QT 3 0,107 0,1650 0,024
Recidiva Nao 20 0,096 0,1457 0,008 0,258
Sim 16 0,104 0,2306 0,003

Abreviacdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; NA — Nao avaliavel

A expressao da ALDH2 associou-se significativamente
com a variavel tabagismo (p<0,05). Sua maior expressao foi observada

em pacientes tabagistas (Tabela 15).
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Tabela 15 — Analise estatistica comparativa entre as variaveis e a
expressao da ALDH2, considerando o grupo controle

Variavel Categoria n Média DeS\QO Mediana p
padrao
Género Masculino 47 0,898 0,114 0,943 0,644
Feminino 12 0,881 0,139 0,899
Raca Branca 49 0,893 0,122 0,920 0,983
Nao branca 10 0,903 0,109 0,928
Local Lingua 30 0,883 0,115 0,902
do Assoalho 13 0,936 0,079 0,972
tumor Retromolar 10 0,901 0,169 0,971 0,256
Mucosa
jugal,
palato, 1 0,892 NA 0,892
rebordo e
gengiva
Tabagista Nao 9 0,835 0,141 0,887 0,045
Sim 45 0,902 0,112 0,944
Etilista Nao 21 0,859 0,134 0,888 0,138
Sim 33 0,911 0,105 0,950
T 1+2 25 0,891 0,114 0,915 0,514
3+4 34 0,897 0,124 0,947
N 0 25 0,909 0,116 0,950 0,296
Demais 34 0,883 0,121 0,902
Estadio Precoce 13 0,870 0,145 0,915 0,504
clinico Avancado 46 0,901 0,111 0,931
Histopa- Bom 30 0,875 0,103 0,901
tolégico Moderado 20 0,887 0,151 0,925 0,099
Pobre 3 0,967 0,043 0,991
Tratamento C 22 0,871 0,124 0,902
RxT 9 0,933 0,092 0,972 0,127
primario* C+RxT 24 0,889 0,127 0,943
C+RxT+QT 3 0,966 0,041 0,983
Recidiva Nao 20 0,866 0,114 0,886 0,887
Sim 16 0,842 0,156 0,905

Abreviagdes: C — Cirurgia; RxT — Radioterapia; QT — Quimioterapia; NA — Nao avaliavel
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5.3 Analise do prognéstico dos pacientes

5.3.1 Sobrevida global

As analises das taxas de sobrevida global e dos riscos
relativos a sobrevida global para cada marcador, considerando todos os
pacientes juntos e separados por grupos, estdo representados nas

Tabelas 16 a 21 (Apéndice B) e nos graficos das Figuras 7 a 18.
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Figura 7 — Gréfico representativo da sobrevida global para CYP1A1, sem distingdo de
grupo.



70 80 90 100

80

Taxa de Sobrevida Glohal(%)
30 40 50

20

10

Figura 8 — Grafico
grupo teste.

Taxa de Sobrevida Glohal(%)
20 30 40 S50 60 70 B8O 90 100

10

Figura 9 — Grafico
grupo controle.

LogRank p = 0.141

T T
60 80

Tempo(meses)

100

T T
120 140

57

representativo da sobrevida global para CYP1A1, considerando o

— <0.05

1 — ==0.05

LogRank p =0.139

T
100

Tempo(meses)

150

representativo da sobrevida global para CYP1A1, considerando o



58

De acordo com os graficos das Figuras 7 a 9 observa-se
que a sobrevida global ndo difere entre o grupo que expressa a CYP1A1
€ 0 grupo em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da nao significancia
estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a CYP1A1
demora mais tempo para vir a 6bito, enquanto que no grupo controle
quem demora mais tempo para vir a obito € o grupo em que ndo ha

expressao.
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Figura 10 — Grafico representativo da sobrevida global para CYP1B1, sem distingao de
grupo.
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De acordo com os graficos das Figuras 10 a 12 observa-
se que a sobrevida global ndo difere entre o grupo que expressa a
CYP1B1 e o grupo em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da nao
significancia estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a
CYP1B1 demora mais tempo para vir a 6bito, enquanto que no grupo
controle quem demora mais tempo para vir a 6bito € o grupo que n&o ha

expressao.
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Figura 13 — Grafico representativo da sobrevida global para ALDH1, sem distingdo de
grupo.
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Figura 14 — Grafico representativo da sobrevida global para ALDH1, considerando o
grupo teste.
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Figura 15 — Grafico representativo da sobrevida global para ALDH1, considerando o
grupo controle.
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De acordo com os graficos das Figuras 13 a 15 observa-
se que a sobrevida global ndo difere entre o grupo que expressa a ALDH1
€ 0 grupo em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da nao significancia
estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a ALDH1
demora mais tempo para vir a 6bito, enquanto que no grupo controle
quem demora mais tempo para vir a Obito € o grupo que nédo ha

expressao.
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Figura 16 — Grafico representativo da sobrevida global para ALDH2, sem distingdo de
grupo.
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Figura 17 — Grafico representativo da sobrevida global para ALDH2, considerando o

grupo teste.
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Nos graficos das Figuras 16 a 18 observa-se que a
sobrevida global n&o difere entre o grupo que expressa a ALDHZ2 e o
grupo em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da nao significancia
estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a ALDH2
demora mais tempo para vir a 6bito, enquanto que no grupo controle
quem demora mais tempo para vir a Obito € o grupo que nédo ha

expressao.

5.3.2 Sobrevida doenca especifica

As analises das taxas de sobrevida doenca especifica e
dos riscos relativos a sobrevida doenca especifica para cada marcador,
considerando todos os pacientes juntos e separados por grupos, estao

expressas nas Tabelas 22 a 27 (Apéndice C) e nas Figuras 19 a 30.
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Figura 19— Gréfico representativo da sobrevida doenga especifica para CYP1A1, sem
distingdo de grupo.
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Figura 20 — Grafico representativo da sobrevida doenga especifica para CYP1A1,
considerando o grupo teste.
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Figura 21 — Grafico representativo da sobrevida doenga especifica para CYP1A1,
considerando o grupo controle.
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Nos graficos das Figuras 19 a 21 observa-se que a
sobrevida doenga especifica ndo difere entre o grupo que expressa a
CYP1A1 e o grupo em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da nao
significancia estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a
CYP1A1 demora mais tempo para vir a 6bito pelo CCE de boca, enquanto
que no grupo controle quem demora mais tempo para vir a obito pelo

CCE de boca é o grupo que nao ha expressao.
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Figura 22 — Grafico representativo da sobrevida doenga especifica para CYP1B1, sem
distingédo de grupo.
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Figura 23 — Grafico representativo da sobrevida doenga especifica para CYP1B1,
considerando o grupo teste.
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Figura 24 — Grafico representativo da sobrevida doengca especifica para CYP1B1,
considerando o grupo controle.
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Nos graficos das Figuras 22 a 24 observa-se que a
sobrevida doenga especifica ndo difere entre o grupo que expressa a
CYP1B1 e o grupo em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da nao
significancia estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a
CYP1B1 demora mais tempo para vir a 6bito pelo CCE de boca, enquanto
que no grupo controle quem demora mais tempo para vir a obito pelo

CCE de boca é o grupo que nao ha expressao.
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Figura 25 — Grafico representativo da sobrevida doenca especifica para ALDH1, sem
distingédo de grupo.



100

20
|

70

60
|

Taxa de Sobrevida Céncer Especifica(%)
30 40 50
!

20
|

10

LogRank p = 0.107

20

40

60 80

Tempo(meses)

100

120 140

69

Figura 26 — Grafico representativo da sobrevida doenga especifica para ALDH1,
considerando o grupo teste.
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Figura 27 — Grafico representativo da sobrevida doenca especifica para ALDH1,

considerando o grupo controle.
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Nos graficos das Figuras 25 a 27 observa-se que a
sobrevida doenga especifica ndo difere entre o grupo que expressa a
ALDH1 e o grupo em que ndo ha expressao (p>0,05). Apesar da nao
significancia estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a
ALDH1 demora mais tempo para vir a ébito pelo CCE de boca, enquanto
que no grupo controle quem demora mais tempo para vir a obito pelo

CCE de boca é o grupo que nao ha expressao.
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Figura 28 — Grafico representativo da sobrevida doenca especifica para ALDH2, sem
distingédo de grupo.
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Figura 29 — Grafico representativo da sobrevida doenga especifica para ALDH2,
considerando o grupo teste.

100

1 LogRankp =0.132

90
|

80

70
|

60
|

40

Taxa de Sobrevida Céncer Especlifica(%)
30 50
1 1

10

— <092
o 4 — ==002

T T T
0 50 100 150

Tempo(meses)

Figura 30 — Grafico representativo da sobrevida doenca especifica para ALDH2,
considerando o grupo controle.
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Nos graficos das Figuras 28 a 30 observa-se que a
sobrevida doenga especifica ndo difere entre o grupo que expressa a
ALDH2 e o grupo em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da nao
significancia estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a
ALDH2 demora mais tempo para vir a ébito pelo CCE de boca, enquanto
que no grupo controle quem demora mais tempo para vir a obito pelo

CCE de boca é o grupo que nao ha expressao.

5.3.3 Sobrevida livre de recidiva

As analises das taxas de sobrevida livre de recidiva e dos
riscos relativos a sobrevida livre de recidiva para cada marcador,
considerando todos os pacientes juntos e separados por grupos, estao

expressas nas Tabelas 28 a 33 (Apéndice D) e nas Figuras 31 a 42.
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Figura 31 — Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para CYP1A1, sem
distincao de grupo.
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Figura 32 — Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para CYP1A1,
considerando o grupo teste.
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Figura 33 — Gréfico representativo da sobrevida livre de recidiva para CYP1Af1,
considerando o grupo controle.
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Os graficos das Figuras 31 a 33 revelam que a sobrevida
livre de recidiva n&o difere entre o grupo que expressa a CYP1A1 e o
grupo em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da nao significancia
estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a CYP1A1
demora mais tempo para apresentar recidiva da lesao, enquanto que no
grupo controle quem demora mais tempo para apresentar recidiva é o

grupo que nao ha expressao.
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Figura 34 — Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para CYP1B1, sem
distingédo de grupo.
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Figura 35 — Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para CYP1B1,
considerando o grupo teste.
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Figura 36 — Gréafico representativo da sobrevida livre de recidiva para CYP1Bf1,
considerando o grupo controle.
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De acordo com os graficos das Figuras 34 e 36 observa-
se que a sobrevida livre de recidiva difere entre o grupo que expressa a
CYP1B1 e o grupo que nao a expressa (p<0,05). Sem distingdo por grupo
e considerando apenas no grupo controle quem expressa a CYP1B1

demora mais tempo para apresentar recidiva da lesao.
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Figura 37 — Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para ALDH1, sem
disting&o de grupo.
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Figura 38— Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para ALDHA1,
considerando o grupo teste.
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Figura 39— Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para ALDHA1,
considerando o grupo controle.
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De acordo com os graficos das Figuras 37 a 39 observa-
se que a sobrevida livre de recidiva difere entre o grupo que expressa a
ALDH1 e o grupo que nao a expressa (p<0,05). Sem distingao por grupo e
considerando apenas no grupo teste quem expressa a ALDH1 demora

mais tempo para apresentar recidiva da lesao.
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Figura 40— Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para ALDH2, sem
disting&o de grupo.
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Figura 41— Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para ALDH2,
considerando o grupo teste.
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Figura 42— Grafico representativo da sobrevida livre de recidiva para ALDH2,
considerando o grupo controle.
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Os graficos das Figuras 40 a 42 revelam que a sobrevida
livre de recidiva nao difere entre o grupo que expressa a ALDH2 e o grupo
em que nao ha expressao (p>0,05). Apesar da néao significancia
estatistica, observamos que no grupo teste quem expressa a ALDHZ2
demora mais tempo para apresentar recidiva da lesao, enquanto que no
grupo controle quem demora mais tempo para apresentar recidiva é o

grupo que nao ha expressao.



6 DISCUSSAO

O CCE de cabeca e pescogo esta associado ao
tabagismo e ao consumo de alcool (Khlifi et al., 2013). O CCE de boca é
uma neoplasia epitelial maligna incomum em individuos com idade inferior
a 40 anos (Kaminagakura et al., 2010). Estudos epidemiologicos mostram
um aumento na incidéncia deste tumor nesta faixa etaria em comparagao
com pacientes mais idosos (van Monsjou et al., 2013). Este grupo é
caracterizado por um fendétipo clinico e etiolégico distinto, muitas vezes
nao apresentam exposigao significativa ao alcool e tabaco, e os locais
mais afetados sdo principalmente a orofaringe e cavidade oral (Harris et
al., 2010; van Monsjou et al., 2013). Ha maior probabilidade de serem
mulheres brancas e com tumores primarios em lingua em estadio clinico
precoce (Harris et al., 2010). Entretanto, neste estudo os resultados
revelaram, nos dois grupos estudados, um predominio do género
masculino, leucoderma, etilismo e/ou tabagismo associados, e de tumores
primarios em lingua em estadio clinico avangado.

Hilly et al. (2013) relataram que o CCE de lingua
encontravam-se em estadios clinicos avangados nos pacientes mais
jovens, e com maiores taxas de metastases regionais e a distancia. A
comparacao por faixa etaria nao revelou predilecao por sexo, diferenca no
grau histolégico ou tumores T3 e T4, embolizagdo vascular e invasao
perineural. Neste estudo houve predominio de tumores histologicamente
bem diferenciados e com margem livre de lesdo em ambos 0s grupos
avaliadose o indice de recidiva local foi de 33% nos jovens e 25% nos
controles.

O fumo do tabaco expde o fumante a uma série de

produtos quimicos carcinogénicos. As enzimas do citocromo P450
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(CYP450), tais como a CYP1A1 e a CYP1B1 metabolizam estes agentes
nocivos em seus derivados inativos, mas ocasionalmente convertem os
produtos quimicos em agentes carcinogénicos mais potentes (Khlifi et al.,
2013). Além disso, via CYP450 oxidase o alcool é metabolizado em
acetaldeido, sugerindo sua interagdo com os agentes carcinogénicos do
tabaco e aumentando o risco de desenvolvimento de CCE (Khlifi et al.,
2013). O alcool também ¢é metabolizado pela enzima alcool
desidrogenase que oxida etanol a acetaldeido, um composto altamente
téxico as células (Johnson et al., 2005; Khlifi et al., 2013). A oxidagao de
acetaldeido a acetato € catalisada pela enzima aldeido desidrogenase
(ALDH), principalmente a ALDH1 e ALDH2 (Boffetta, Hashibe, 2006;
Visus et al., 2007).

Neste estudo ndo houve diferenga significativa na
imunoexpressdo da CYP1A1, ALDH1 e ALDH2 entre os grupos teste e
controle (p>0,05). Foi observada uma hipoexpressdao da CYP1A1, e em
contraste, Chi et al. (2009) relataram uma hiperexpressdo da CYP1A1 em
células do CCE de boca. Quando se comparou os marcadores com as
caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes, sem distingdo de grupos,
observou-se maior expressdao da CYP1A1 no género masculino, em
pacientes tabagistas e etilistas. Nos pacientes do grupo controle
observou-se que a expressao da CYP1A1 foi maior no género masculino
e nos tumores em estadio clinico avangcado. Dados semelhantes foram
reportados no estudo de Shukla et al. (2012) onde demonstraram que a
hiperexpressao da CYP1A1 nos casos de CCE de boca foi mais
prevalente em homens, tabagistas por longo periodo, e de maior idade.

Shukla et al. (2012) sugeriram que a enzima CYP1A1
altera significativamente o risco de cancer bucal, mas alertaram para a
existéncia de diferengas na incidéncia de CCE entre varias regides da
cavidade oral. De acordo com Takiguchi et al. (2010) a expressao de
CYP1A1 nos tecidos bucais, especialmente na lingua, contribui para a

ativacdo de substancias toxicas e para a diminuicdo da capacidade de
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desintoxicagdo. Neste estudo, nos pacientes do grupo teste, a
hiperexpressédo da CYP1A1 foi observada nos tumores localizados na
mucosa jugal, palato, rebordo e gengiva.

Observamos diferenga estatisticamente significante entre
0s grupos para expressao da CYP1B1, sua maior expressédo foi nos
controles (p<0,001). Este fato pode estar associado ao maior tempo de
exposicdo desses pacientes ao agente carcinogénico do tabaco.
Contrastando com os achados de Pradhan et al. (2011) que verificaram
que todos os casos de CCE de boca exibiram hipoexpressdo da CYP1B1.
Entretanto, estes autores nao estratificaram os CCE por faixa etaria.
Relatos da expressédo proteica da CYP1B1 em tecidos orais sao
controversos, podendo ser variaveis (Chi et al., 2009). Este € o primeiro
estudo que avaliou a expressdo destas enzimas metabolizadoras de
drogas em diferentes grupos etarios.

Pradhan et al. (2011) reportaram que a CYP1B1 foi
hipoexpressa nos CCEs de boca e ndo houve associacdo entre sua
expressao e o estadio TNM, género do paciente, topografia e etiologia.
Neste estudo, a hiperexpressdo da CYP1B1, foi observada nos tumores
T1+T2 e com margens cirurgicas livres de lesdo nos 2 grupos estudados.

A hiperexpressao de ALDH1 no citoplasma de células
tumorais de CCE foi correlacionada com a presenca de metastase
linfonodal (Yao et al., 2011; Luo et al., 2012; Michifuri et al., 2012). Yao et
al. (2011) relataram a que os pacientes que apresentaram recidiva da
doenca foram os mais propensos a hiperexpressao de ALDH1. No grupo
teste, observou-se que a maior expressdao de ALDH1 foi correlacionada a
auséncia de recidiva, além de em tumores T1+T2 e em estadio clinico
precoce. No grupo controle, observou-se maior expressao de ALDH1 nos
pacientes tabagistas e nos tumores pobremente diferenciados.

De acordo com o estudo de Morita et al. (2005) a
expressdo da ALDH2 é correlacionada com a quantidade de bebida

alcodlica ingerida, indicando que a exposi¢do ao alcool pode induzir a
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hiperexpresséo de ALDH2 nas células epiteliais. Neste estudo, observou-
se que nos mais idosos a expressdao de ALDH2 foi maior nos pacientes
tabagistas. Ja nos pacientes mais jovens a hiperexpressdo de ALDH2 foi
observada nos tumores localizados na mucosa jugal, palato, rebordo e
gengiva.

Analisando-se o progndstico dos pacientes, observou-se
que a sobrevida global e a sobrevida doencga especifica nao diferem entre
0 grupo que expressa os marcadores estudados e o grupo em que nao ha
expressao (p>0,05). Apesar da nao significancia estatistica, houve uma
tendéncia que no grupo teste os que exibiram maior expressado das
enzimas metabolizadoras de drogas apresentaram melhor sobrevida
global e sobrevida doenca especifica, enquanto que no grupo controle
ocorreu o inverso.

E escasso na literatura trabalhos que descrevem a
expressao proteica desses marcadores, porém ha diversos trabalhos a
respeito do polimorfismo genético dessas proteinas sobre a sobrevida dos
pacientes com cancer.

Em 2013, Shukla et al. descreveram que ndo houve
associagao entre o gene CYP1A1 e sobrevida global dos pacientes com
CCE de boca. Cardoso-Filho et al. (2013) relataram que pacientes com
cancer de mama que apresentam polimorfismos do gene CYP1A1
desenvolveram tumores menos agressivos, mas ndo mostraram nenhuma
evidéncia de melhor prognostico.

Isaksson et al. (2014) estudaram a expressao dos genes
CYP1B1, MTSS1, NCALD e NOP14 em pacientes com cancer de ovario.
O CYP1B1 foi sobre-expresso no grupo de pacientes com tumores
pobremente diferenciados e foi significativamente associado com uma
menor taxa de sobrevida global.

A andlise imuno-histoquimica de Huang et al. (2014)
revelou que as proteinas ALDH1, CD44, OCT4 e SOX2 foram sobre-

expressas no CCE de lingua, porém, a analise de regressdo multivariada
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de Cox demonstrou que a ALDH1 n&o pode ser utilizada como um
indicador de progndstico nos casos de CCE de lingua.

Hakenewerth et al. (2013) identificaram alguns
polimorfismos em genes do metabolismo de alcool e estresse oxidativo
que influenciam a sobrevida de pacientes com CCE de cabega e pescogo.
Apenas o CYP2E1 foi associado a uma menor sobrevida doenga
especifica. Nenhuma associacado consistente com a sobrevida global foi
encontrada com os demais genes, entre eles o ALDH?2.

Em relagdo a sobrevida livre de recidiva observamos
diferenca entre o grupo que apresenta imunoexpressao da CYP1B1 e da
ALDH1, e o grupo em que nao ha expressao (p<0,05). Independente do
grupo avaliado, quem expressa CYP1B1 e ALDH1 demora mais tempo
para apresentar recidiva da lesdo. Quando ha estratificacdo dos grupos,
no grupo controle da CYP1B1 e no grupo teste da ALDH1 observa-se o
mesmo perfil. Esses dados sugerem que haja maior metabolizagdo dos
subprodutos carcinogénicos por estas enzimas, ajudando a evitar
possiveis recidivas do CCE. Nao ha na literatura, estudos que
compararam estas enzimas metabolizadoras de drogas com o
prognostico de pacientes com CCE de boca, diferenciando-os por faixa
etaria.

Harris et al. (2010) relataram que jovens com CCE de
boca e sem uso abusivo de alcool e tabaco apresentaram melhor
sobrevida global em relagdo aos pacientes com historia de abuso dessas
substancias. Porém, a sobrevida livre de recidiva foi semelhante entre
eles, podendo estar relacionada com o diagndstico precoce de tumores
em lingua e na escolha do tratamento cirurgico primario. Outros fatores
possiveis incluem uma diminuigdo da incidéncia de comorbidades,
tolerancia a terapia antitumoral, ou a diminuicdo da ocorréncia de
metatases a distancia nos pacientes jovens (Harris et al., 2010; van

Monsjou et al. 2013). Além disso, pacientes mais idosos frequentemente
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apresentam comorbidades associadas a exposi¢cao ao tabaco e ao alcool
ao longo da vida (van Monsjou et al., 2013).

Kaminagakura et al. (2010) relataram no estudo
epidemiologico com CCE de boca que nao houve diferenga significativa
na sobrevida global entre os pacientes jovens e mais idosos, apesar da
taxa de recidiva ser maior nos mais jovens. O estudo de Hilly et al. (2013)
com CCE em lingua também revelou que nao houve diferengas entre os
grupos etarios (jovens <30 anos e idosos >60 anos) em relagdo a
sobrevida global e a sobrevida livre de doenga. A recorréncia foi
documentada em uma proporgao similar nos pacientes (38% nos jovens e
29,9% nos idosos) (Hilly et al., 2013).

Em 2013, Durr et al. relataram em seu estudo que em
ambos os grupos de fumantes e ndo fumantes os CCEs seguiram um
curso progressivo e agressivo. Mesmo quando diagnosticados numa fase
inicial, a doenca foi resistente ao tratamento. A maior profundidade de
invasao tumoral, metastase nodal e estadio avangado do tumor foram
independentes de diminuigdo da sobrevida global. A presenga de invasao
perineural e linfatica foi igualmente associada ao aumento da recorréncia
(Durr et al., 2013).

Este estudo destaca a importédncia da expressao das
enzimas metabolizadoras de drogas no CCE de boca, especialmente nos

pacientes usuarios crdnicos de tabaco.



7 CONCLUSAO

A analise dos resultados obtidos permitiu concluir que:

a)

d)

nao houve diferenca estatisticamente
significante na expressao proteica da CYP1A1,
ALDH1 e ALDH2 entre os grupos avaliados;

a expressdao da CYP1B1 foi maior no grupo
controle;

a hiperexpressao das enzimas metabolizadoras
de drogas foi observada, predominantemente,
nos pacientes tabagistas, independentemente
dos grupos estudados;

a sobrevida global e a sobrevida doencga
especifica nao diferiram entre o grupo que
expressa os marcadores estudados e o grupo
em que nao ha expressao (p>0,05);

a sobrevida livre de recidiva revelou diferencga
entre o grupo que apresentou imunoexpressao
da CYP1B1 e da ALDH1, e o grupo em que
nao ha expressdo (p<0,05). Quanto maior a
expressao desses marcadores, maior a

sobrevida livre de recidiva.
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APENDICE A - Graficos de correlagdes entre os marcadores
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Figura 44 — Gréfico de correlagdes entre os marcadores e o grupo teste.
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Figura 45 — Gréfico de correlagbes entre os marcadores e o grupo controle.
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APENDICE B - Tabelas de analise de sobrevida global

Tabela 16 — Analise das taxas de sobrevida global (SG) para cada
marcador, sem distingdo de grupo

Marcador | Categoria| n  [SG-5anos|SG - 10 anos| Mediana
CYP1A1 <0.05 50 45% 41% 52,3
>=0.05 49 47% 27% 59,6
CYP1B1 <1 50 42% 32% 32,9
>=1 49 49% 34% 58,8
ALDH1 <0.01 50 38% 27% 50,7
>=0.01 49 52% 40% 60,5
ALDH2 <0.92 49 44% 40% 54,6
>=0.92 50 47% 30% 58,8

Tabela 17 — Analise das taxas de sobrevida global (SG) para cada
marcador, considerando o grupo teste

Marcador | Categoria | n | SG - 5anos [SG - 10 anos | Mediana
CYP1A1 <0.05 24 30% 24% 20,9
>=0.05 17 54% 18% 68,4
CYP1B1 <1 30 38% 19% 27,6
>=1 11 45% 45% 58,5
ALDH1 <0.01 23 29% 12% 27,6

>=0.01 18 55% 55% -

ALDHZ2 <0.92 20 32% 24% 20,9
>=0.92 21 49% 29% 58,5

Tabela 18 — Analise das taxas de sobrevida global (SG) para cada
marcador, considerando o grupo controle

Marcador | Categoria | n | SG-5anos | SG - 10 anos [ Mediana
CYP1A1 <0.05 26 59% 59% -
>=0.05 32 44% 29% 58,8
CYP1B1 <1 20 48% 48% 59,6
>=1 38 50% 34% 58,8
ALDH1 <0.01 27 47% 47% 52,3
>=0.01 31 51% 37% 60,5
ALDH2 <0.92 29 52% 52%

>=(0.92 29 46% 30% 58,8
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Tabela 19 — Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida global para
cada marcador, sem distingdo de grupo

Marcador |Categoria n RR IC(95%) p

CYP1A1 <0.05 50 1 1 1 0,999
>=0.05 49 1,00 0,59 1,69

CYP1B1 <1 50 1 1 1 0,432
>=1 49 0,81 0,48 1,37

ALDH1 <0.01 50 1 1 1 0,213
>=0.01 49 0,72 0,42 1,21

ALDH2 <0.92 49 1 1 1 0,751
>=0.92 50 1,09 0,64 1,85

Tabela 20 — Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida global para
cada marcador, considerando o grupo teste

Marcador| Categoria n RR IC(95%) p
CYP1A1 <0.05 24 1 1 1 0,140
>=0.05 17 0,55 0,24 1,23
CYP1B1 <1 30 1 1 1 0,403
>=1 11 0,66 0,24 1,78

ALDH1 <0.01 23 1 1 1 0,082
>=0.01 18 0,48 0,21 1,12

ALDH2 <0.92 20 1 1 1 0,167
>=0.92 21 0,56 0,25 1,28

Tabela 21— Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida global para cada
marcador, considerando o grupo controle

Marcador| Categoria| n | RR | 1C(95%) | »p
CYP1A1 <0.05 26 1 1 1 0,138
>=0.05 32 1,76 0,82 3,78
CYP1B1 <1 20 1 1 1 0,726
>=1 38 1,14 0,53 2,45

ALDH1 <0.01 27 1 1 1 0,880
>=0.01 31 1,06 0,51 2,19

ALDH2 <0.92 29 1 1 1 0,236

>=0.92 29 1,55 0,75 3,22
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APENDICE C - Tabelas de analise de sobrevida doenca especifica

Tabela 22 — Analise das taxas de sobrevida doenga especifica (SDE) para
cada marcador, sem distingao de grupo

Marcador | Categoria| n | SDE - 5 anos | SDE - 10 anos | Mediana

CYP1A1 <0.05 50 54% 50% 62,3
>=0.05 49 52% 32% 68,4
CYP1B1 <1 50 47% 35% 46,3
>=1 49 59% 45% 80,7
ALDH1 <0.01 50 51% 36% 62,3
>=0.01 49 56% 45% 80,7

ALDHZ2 <0.92 49 55% 50% -
>=(0.92 50 51% 35% 68,4

Tabela 23 — Analise das taxas de sobrevida doenga especifica (SDE) para
cada marcador, considerando o grupo teste

Marcador | Categoria | n | SDE - 5 anos | SDE - 10 anos| Mediana

CYP1A1 <0.05 24 37% 29% 20,9

>=0.05 17 67% 22% 68,4

CYP1B1 <1 30 44% 23% 27,6
>=1 11 61% 61% -

ALDH1 <0.01 23 41% 16% 27,6
>=0.01 18 59% 59% -

ALDH2 <0.92 20 41% 31% 20,9

>=0.92 21 56% 33% 68,4

Tabela 24 — Analise das taxas de sobrevida doenga especifica (SDE) para
cada marcador, considerando o grupo controle

Marcador | categoria | n | SCE - 5 anos |SCE - 10 anos | Mediana

CYP1A1 <0.05 26 70% 70% -
>=0.05 32 45% 33% 58,8
CYP1B1 <1 20 51% 51% -
>=1 38 58% 44% 80,7
ALDH1 <0.01 27 58% 58% -
>=0.01 31 55% 43% 68,8
ALDH2 <0.92 29 63% 63%

>=0.92 29 48% 35% 58,8
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Tabela 25— Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida doenga

especifica para cada marcador, sem disticdo de grupo

Marcador | Categoria| n | RR | IC(95%) p

CYP1A1 <0.05 50 1 1 1 0,9455
>=0.05 49 1,02 0,58 1,80

CYP1B1 <1 50 1 1 1 0,2397
>=1 49 0,71 0,40 1,26

ALDH1 <0.01 50 1 1 1 0,2324
>=0.01 49 0,71 0,40 1,25

ALDH2 <0.92 49 1 1 1 0,4926
>=0.92 50 1,22 0,69 217

Tabela 26— Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida doenga

especifica para cada marcador, considerando o grupo teste

Marcador| Categoria| n RR | 1C(95%) p

CYP1A1 <0.05 24 1 1 1 0,0823
>=0.05 17 0,46 0,19 1,13

CYP1B1 <1 30 1 1 1 0,3378
>=1 11 0,59 0,20 1,77

ALDH1 <0.01 23 1 1 1 0,1066
>=0.01 18 0,48 0,20 1,19

ALDH2 <0.92 20 1 1 1 0,2525
>=0.92 21 0,60 0,25 1,45

Tabela 27— Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida doenca

especifica para cada marcador, considerando o grupo controle

Marcador| Categoria n RR IC(95%) p

CYP1A1 <0.05 26 1 1 1 0,0618
>=0.05 32 2,25 0,94 5,40

CYP1B1 <1 20 1 1 1 0,9782
>=1 38 1,01 0,45 2,30

ALDH1 <0.01 27 1 1 1 0,8957
>=0.01 31 1,05 0,48 2,33

ALDH2 <0.92 29 1 1 1 0,1325
>=0.92 29 1,86 0,82 4,20
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APENDICE D - Tabelas de analise de sobrevida livre de recidiva

Tabela 28 — Analise das taxas de sobrevida livre de recidiva (SLR) para
cada marcador, sem distingado de grupo

Marcador | Categoria|] n  |SLR-5anos|SLR - 10 anos | Mediana

CYP1A1 <0.05 42 42% 42% 36,3

>=0.05 32 46% 38% 40,3

CYP1B1 <1 39 25% 25% 18,6
>=1 35 64% 57% -

ALDH1 <0.01 41 31% 31% 19,0
>=0.01 33 59% 53% -

ALDH2 <0.92 44 45% 45% 37,6

>=(0.92 30 42% 34% 36,3

Tabela 29 — Analise das taxas de sobrevida livre de recidiva (SLR) para
cada marcador, considerando o grupo teste

Marcador | Categoria | n  [SLR-5anos|SLR - 10 anos | Mediana

CYP1A1 <0.05 22 33% 33% 17,9

>=0.05 17 42% 42% 40,3

CYP1B1 <1 29 29% 29% 17,9
>=1 10 60% 60% -

ALDH1 <0.01 22 20% 20% 13,4
>=0.01 17 58% 58% -

ALDH2 <0.92 20 35% 35% 17,9

>=(0.92 19 36% 36% 35,5

Tabela 30 — Analise das taxas de sobrevida livre de recidiva (SLR) para
cada marcador, considerando o grupo controle

Marcador | Categoria | n  [SLR-5anos|SLR - 10 anos | Mediana

CYP1A1 <0.05 20 53% 53% -
>=0.05 15 50% 38% 45,6
CYP1B1 <1 10 14% 14% 29,2
>=1 25 66% 57% -
ALDH1 <0.01 19 43% 43% 42,2
>=0.01 16 62% 50% 62,0
ALDH2 <0.92 24 51% 51%

>=0.92 11 52% 35% 62,0
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Tabela 31— Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida livre de doenga
para cada marcador, sem distingdo de grupo

Marcador [ Categoria| n | RR | 1C(95%) | »p

CYP1A1 <0.05 42 1 0,786
>=0.05 32 0,92 0,49 1,73

CYP1B1 <1 39 1 0,008
>=1 35 0,42 0,21 0,81

ALDH1 <0.01 41 1 0,039
>=0.01 33 0,50 0,26 0,98

ALDH2 <0.92 44 1 0,947
>=0.92 30 1,02 0,54 1,93

Tabela 32— Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida livre de doenga
para cada marcador, considerando o grupo teste

Marcador| Categoria| n | RR | IC(95%) p
CYP1A1 <0.05 22 1 1 1 0,2957
>=0.05 17 0,64 0,28 1,49
CYP1B1 <1 29 1 1 1 0,2018
>=1 10 0,50 0,17 1,48
ALDH1 <0.01 22 1 1 1 0,0417
>=0.01 17 0,41 0,17 0,99
ALDH2 <0.92 20 1 1 1 0,4949
>=0.92 19 0,75 0,33 1,71

Tabela 33— Analise dos riscos relativos (RR) a sobrevida livre de doenga
para cada marcador, considerando o grupo controle

Marcador | Categoria |

RR

| 1C(95%)

n P

CYP1A1 <0.05 20 1 1 1 0,4792
>=0.05 15 1,42 0,53 3,82

CYP1B1 <1 10 1 1 1 0,0305
>=1 25 0,35 0,13 0,95

ALDH1 <0.01 19 1 1 1 0,4134
>=0.01 16 0,66 0,24 1,81

ALDH2 <0.92 24 1 1 1 0,7225
>=(0.92 11 1,20 0,44 3,31
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE SAO JOSE W"“’
DOS CAMPOS-UNESP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expresséo proteica das enzimas metabolizadoras de drogas no carcinoma epidermoide
de boca em pacientes jovens.

Pesquisador: Adriana Rocha de Caris

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 12393213.5.0000.0077

Instituicao Proponente: Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 208.406
Data da Relatoria: 19/02/2013

Apresentagao do Projeto:

Analise de prontuarios médicos. Os prontuarios médicos de 300 pacientes com o diagnéstico de carcinoma
epidermoide primario de boca, tratado no periodo de 1990 a 2007 serdo retrospectivamente revisados.
Destes serdo selecionados 120 prontuarios, 40 de grupo teste, composto por espécimes biopsiados antes
do tratamento ou pecas cirlrgicas de

pacientes que ndo tenham recebido tratamento prévio. Pacientes com idade menor ou igual a 40 anos; e 80
como grupo de controle, composto por espécimes biopsiados antes do tratamento ou pecas cirurgicas de
pacientes que nao tenham recebido fratamento prévio. Pacientes com idade acima de 50 anos.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo deste estudo sera avaliar a expresséo proteica da CYP1A1, CYP1B1, ALDH-1 e ALDH-2 através
da técnica de microarranjo (Tissue Microarray)

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos. Sobre os beneficios, se diferengas entre os grupos existirem, observar-se-a que diferentes
estratégias de tratamento para pacientes jovens em relacdo aos mais idosos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Consta que a instituicdo co-participante € a Fundac&o Antdnio Prudente- Hospital do Cancer A. C. Camargo,
e consta que os prontuarios sdo do Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco &
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FACULDADE DE
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Otorrinolaringologia do referido Hospital.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
N&o ha TCLE, pois serdo examinados apenas prontuérios de pacientes ja falecidos.
Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado de acordo com o parecer emitido aprova o projeto

SAO JOSE DOS CAMPQS, 28 de Fevereiro de 2013

Assinador por:
JANETE DIAS ALMEIDA

(Coordenador)
Enderego: Av.Eng® Francisco José Longo 777
Bairro: Jardim Sao Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12-)3947-9078 Fax: (12-)3247-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br



