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ABSTRACT

The mitotic checkpoint is compromised in several types of cancer, being in many
cases, pointed out as a possible cause for aneuploidy and carcinogenesis. This control
mechanism, in normal conditions, assures the fidelity of the chromosome segregation in
each cellular division, and its mechanism includes the complex constituted by BubR1,
Mad2 and Bub3 which inhibit Cdc20 to activate the anaphase promoting
complex/cyclosome (APC/C). This way, anaphase is prevented until all the chromosomes
have established a bipolar link with the microtubules and, thus, all are aligned in the
metaphase plate.

The alteration in the expression of proteins intervening in this process has been
already reported in several types of cancer and has been linked to a bad prognosis factor.
However, little is known about the expression of these proteins in oral squamous cell
carcinoma (OSCC). Given this, with the present work, we propose to evaluate by
immunohistochemistry the expression of BubR1, Mad2 and Bub3 proteins in histological
samples derived from 65 OSCC patients together with the clinical-pathological meaning of
this protein expression as well as its prognosis value.

Our results demonstrated increased levels of BubR1 (54.9+22.1) and Mad?2
(64.9+£18.70) expression in OSCC, comparing to normal tissue (8.5+1.58) and
(46.85+14.97), respectively. We obtained a significant association between the expression
of BubR1 and Mad2 proteins (regarding the intensity of labeling), and between these
proteins (regarding the intensity and labeling index) and Ki-67 marker. Regarding the
intensity of protein labeling, we obtained significant results with the size (p=0,040) and
tumor stage (p=0,011), in the case of BubR1, and the mean patient age (p=0,016) with
Mad2 protein intensity. In the univariable analysis, patients with bigger sized tumor
(p=0,026) and more intense tumors (p<0,001) showed lower survival rate. On the other
hand, the multivariable analysis identified BubR1 intensity as a factor for independent
prognosis (p=0,030), suggesting this protein as a prognosis factor for the survival rate of
OSCC patients. As to Bubg3, its expression was not amenable to evaluation using our
current approach.

In conclusion, our work demonstrated and characterized for the first time, the
expression of Mad2 in histological OSCC patient samples using immunohistochemistry.
Increased levels of Mad2 expression were observed by cytoplasmatic and nuclear
staining, with high intensity and peripheral distribution in OSCC. Nevertheless this
expression was not associated with patient prognosis. On the other hand, BubR1
expression, evaluated by the intensity of the labeling, is suggested as a noteworthy

molecular marker for prognosis in OSCC.
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RESUMO

O checkpoint mitético estd comprometido em Varios tipos de cancro, sendo muitas
vezes apontado como uma possivel causa para a aneuploidia e carcinogénese. Este
mecanismo de controlo, em condicbes normais, assegura a fidelidade de segregacao
cromossOmica a cada divisdo celular, envolvendo o seu mecanismo de acdo um
complexo constituido pelas proteinas BubR1, Mad2 e Bub3 que impedem a proteina
Cdc20 de ativar o complexo promotor da anafase/ciclossoma (APC/C). Desta forma, a
anafase é inibida até que todos os cromossomas estabelecam uma ligacdo bipolar com
os microtubulos e se encontrem alinhados na placa metafasica.

A alteracdo do nivel de expressao das proteinas, intervenientes neste mecanismo,
tem vindo a ser reportada em varios tipos de cancro, e apontada como um fator de mau
prognostico. No entanto, muito pouco é conhecido acerca da expressao destas proteinas
no OSCC. Neste sentido, com o presente trabalho, propusemo-nos estudar por
imunohistoquimica a expressdo das proteinas BubR1, Mad2 e Bub3, em tecidos
histolégicos de 65 pacientes com OSCC, assim como o significado clinico-patoldgico e o
potencial valor de prognéstico desta expressao.

Os nossos resultados revelaram um nivel de expressdo aumentado das proteinas
BubR1 (54,9+22,10) e Mad2 (64,9+18,70), relativamente ao tecido normal (8.5+1.58) e
(46,85+14,97), respetivamente. N6s obtivemos uma associacdo significativa entre as
proteinas BubR1 e Mad2 (relativamente a intensidade de marcacdo), e entre estas
proteinas (relativamente a intensidade e extensdo de marcag¢do) e o marcador Ki-67. No
gue respeita a associacdo da intensidade da marcacdo das proteinas, esta foi
significativa com o tamanho (p=0,040) e estadio do tumor (p=0,011), no caso da proteina
BubR1, e a idade média dos pacientes (p=0,016) com a intensidade da proteina Mad2.
Na andlise univariada, 0os pacientes com tumores com uma maior extenséo (p=0,026) e
intensidade (p<0,001) mostraram uma menor taxa de sobrevivéncia. Por outro lado a
analise multivariada identificou a intensidade da BubR1 como um fator de progndstico
independente (p=0,030), sugerindo esta como um fator de progndstico da sobrevida dos
pacientes com OSCC. Quanto a proteina Bub3, ndo foi possivel avaliar a sua expressao
com a nossa abordagem atual.

Em concluséo, o nosso estudo demonstrou e caracterizou pela primeira vez, a
expressao da proteina Mad2 em amostras histolégicas de OSCC através da
imunohistoquimica. A expressdo aumentada da proteina Mad2 foi observada por uma
marcacgao citoplasmatica e nuclear, com uma intensidade forte e distribuigdo periférica no

OSCC. No entanto, esta expressdo ndo apresentou associagdo com o prognostico dos
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pacientes. Por outro lado, a expressdo da proteina BubR1, avaliada pela intensidade da
marcacao, € sugerida como um potencial marcador molecular de prognostico de OSCC.
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O carcinoma oral de células escamosas (oral squamous cell carcinoma, OSCC),
tipo histologico mais frequente do cancro da cavidade oral, continua a ser um problema
de saude publica. Apesar dos avangos nos meios de diagndstico e terapéutica a taxa de
sobrevivéncia dos pacientes ndo se alterou significativamente nas Ultimas décadas
(Neville and Day, 2002; Warnakulasuriya, 2009). Neste sentido, a compreensao das vias
moleculares envolvidas no processo de carcinogénese do OSCC é crucial e pode levar a
descoberta de novos marcadores bioldgicos capazes de identificar e estratificar
pacientes, de acordo com a agressividade do tumor, direcionando-os para a modalidade
terapéutica mais adequada, e conduzir potencialmente ao desenvolvimento de novas

terapias moleculares tendo estes marcadores como alvo.

Nas ultimas décadas, um crescente numero de estudos demonstram que 0s
defeitos ao nivel do ciclo celular, nomeadamente no mecanismo de controlo da mitose —
checkpoint mitético, sdo um evento associado a aneuploidia e progressao de diferentes
tipos de cancro, nomeadamente o0 OSCC (Chen et al., 2013a; Grabsch et al., 2003; Lira
et al., 2010; Moura et al., 2014; Wassmann and Benezra, 2001; Weaver and Cleveland,
2007) .Nao obstante, muito pouco se sabe relativamente as alteracées deste mecanismo
de controlo no OSCC. Neste contexto, a presente dissertacdo tem como principal foco a
potencial ligacdo entre os defeitos no checkpoint mitdtico, nomeadamente ao nivel da
expressao do conjunto de proteinas intervenientes, e 0 OSCC, analisando o seu potencial

significado clinico-patolégico, nomeadamente como fatores de prognastico.

Neste sentido, as seccbes seguintes visam contextualizar o presente trabalho
iniciando pela descricdo do cancro da cavidade oral, em particular do OSCC e a
magnitude do problema a nivel epidemiol6gico, fatores de risco associados e as
alteracBes moleculares que estdo na sua origem e progressdo, com especial foco nas
alteracBes do mecanismo de controlo da mitose, nomeadamente do nivel de expresséo
das proteinas. Por fim, é feita uma breve revisdo do conhecimento atual do valor das
proteinas como marcadores biolégicos da doenca e a seu potencial como fator de

prognéstico.

1. CANCRO DA CAVIDADE ORAL: UM PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA

O cancro da cavidade oral, que incluiu os tumores com origem no labio, lingua,
gengiva, pavimento da boca e palato (ICD-10: C00-06), representa mundialmente um
grupo percentual significativo (48%) dos carcinomas da cabeca e pescoco (head and
neck carcinoma, HNC), sendo o tipo histoldgico mais frequente o OSCC e o local

anatémico a lingua (Dobrossy, 2005; Jemal et al., 2011) .
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Anualmente estima-se que sejam diagnosticados 263 900 novos casos e
registadas 128 000 mortes por cancro oral, tornando este, em conjunto com o cancro da
faringe, o sexto tipo de cancro mais comum em todo o mundo (Ferlay et al., 2010a; Jemal
et al., 2011). Porém, a incidéncia deste tipo de cancro apresenta variacfes relativamente

a area geografica, sexo e idade.

Ao nivel geogréfico a maior taxa de incidéncia é registada na Melanésia, seguida
da Asia (Sul e Central) e Europa (Central e Oriental) (Figura 1) (Jemal et al., 2011), para
ambos os sexos. Nado obstante, as estimativas estatisticas mostram que dos novos casos
de OSCC registados mundialmente, cerca de 170 000 dizem respeito ao homem e
apenas 92 000 ao sexo feminino, evidenciando uma maior predisposicdo do homem em
desenvolver e morrer deste tipo de cancro, com registo de 83 000 mortes (Ferlay et al.,
2010b). Na generalidade esta tendéncia mantém-se, no entanto existem paises
Europeus, como é o caso da Franca e lItadlia que demonstram, nos Ultimos anos, um
decréscimo significativo do nimero de casos no homem, enquanto na Hungria, mas
também na Dinamarca e Roménia, denota-se um aumento da incidéncia no sexo

feminino (Garavello et al., 2010).

O maior numero de casos de OSCC é registado na populagcdo adulta, na faixa
etaria dos 50 anos. No entanto, os paises com elevada incidéncia apresentam um
numero assinalavel de casos nos adultos com idade até aos 40 anos (Warnakulasuriya,
2010). Curiosamente, nos ultimos anos um aumento da incidéncia na populagcéo jovem,
inicialmente reportada na Escdcia e Dinamarca, tem vindo a ser igualmente apontada em
varios paises Europeus assim como em diferentes estados dos Estados Unidos,
possivelmente associada a alteracdo dos hébitos e/ou a exposicéo a fatores de risco por
parte dos individuos jovens (Dobrossy, 2005; Jemal et al., 2011; Warnakulasuriya, 2010).

A taxa de sobrevivéncia total em 5 anos estimada para o cancro da cavidade oral
€ cerca de 50 a 60% (Massano et al.,, 2006; Rogers et al., 2009). Esta baixa taxa de
sobrevivéncia esta principalmente associada a um diagnostico da doenca em estadios
avancgados, que em conjunto com a idade avangada e habitos de risco dos pacientes
mostram ser um indicador de mau prognéstico (Gomez et al., 2010; Warnakulasuriya,
2010).
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Figura 1 — Taxa de incidéncia do cancro da cavidade oral por sexo e area geografica,
estandardizada pela idade. Fonte: (Jemal et al., 2011).

1.1 OSCC: PONTO DE SITUACAO EM PORTUGAL

Os ultimos dados estatisticos revistos em Portugal dizem respeito a um total de
9623 casos de cancro oral e orofaringe (excluindo a nasofaringe), registados entre 1998 e
2007, sendo o OSCC o tipo histolégico mais frequente (81,7%), de forma semelhante ao
gue acontece mundialmente. O sexo masculino assinala uma maior incidéncia,
especialmente numa faixa etaria superior aos 45 anos compreendendo o sexo feminino
apenas 21,4% dos casos registados. De acordo com o estudo, o cancro da cavidade oral,
mais frequente na lingua, evidencia um aumento em ambos o0s sexos, mas em especial
no sexo feminino (aumento de 4,3% por ano), refletindo a alteragcdo do padréo dos
habitos de risco, como sao o caso do tabagismo e de consumo de alcool, entre sexos da

populacdo Portuguesa (Monteiro et al., 2013).
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1.2 FATORES DE RISCO

A origem do OSCC permanece em parte por esclarecer, no entanto para além do
risco associado a cada individuo, tém surgido um diferente nimero de fatores que nao
sendo necessariamente agentes causais, evidenciam uma associagdo significativa,
individual ou de forma combinada, com o aumento do risco de desenvolvimento deste

tipo de cancro (Dobrossy, 2005).

O tabaco e o consumo de &lcool sédo considerados os fatores com maior risco
associado (Blot et al., 1988). Este risco aumenta de forma dependente da dose e
frequéncia de consumo (Morse et al.,, 2007; Warnakulasuriya et al., 2005; Znaor et al.,
2003). Nao obstante, para além do risco individual, cada um destes fatores apresentam
um efeito sinergistico, aumentando o risco em cerca de 40 vezes quando em conjunto,
sendo uma elevada percentagem dos casos de OSCC registados (80%) atribuiveis ao
tabagismo e consumo abusivo de alcool (Blot et al., 1988; Lin et al., 2011; Tanaka and
Tanaka, 2011).

Adicionalmente, apesar de em menor grau de associacdo e em alguns casos
contraditério, existem outros fatores considerados de risco ho OSCC que estdo ligados

aos hébitos alimentares, de higiene oral e infecéo pelo virus do papiloma humano (HPV).

A dieta alimentar é reportada como um potencial fator de risco, com efeito mais
significativo no OSCC relativamente a outro tipo de cancro, sendo que o consumo diario
de frutas e vegetais esta correlacionado com um decréscimo do risco em cerca de 50%,
na auséncia de historial de tabagismo e consumo de alcool excessivo, 0 que sugere um
efeito preventivo deste fator (De Stefani et al., 2009; Deshpande and Wong, 2008; Pavia
et al., 2006).

A baixa frequéncia de visitas ao médico dentista associada a falta de higiene, e
por conseguinte a baixa saude oral aumenta em 2 a 4 vezes o risco de cancro oral
(Garrote et al., 2001; Talamini et al., 2000). O consumo de tabaco e alcool tém um efeito
direto na saude, e estao fortemente relacionados com a higiene oral, porém este fator
estd descrito como tendo um papel independente suportado pelo aumento do risco
descrito entre individuos ndo fumadores e ndo consumidores de alcool (Gillison, 2007;

Rosenquist et al., 2005).

A incidéncia do cancro da cavidade oral, como da& conta as estimativas

estatisticas, regista um aumento na populacdo jovem dos Estados Unidos e em
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diferentes paises da Europa. Este dado tem sido, em parte, associado ao comportamento
sexual e a infecdo por HPV nos jovens adultos (Gillison, 2007; Jemal et al., 2011). A
infec@o por este agente virico é considerado um fator de risco independente, com uma
prevaléncia de detegcdo superior no OSCC que em lesdes pré-neopléasicas, relativamente
a mucosa oral normal (Miller and Johnstone, 2001). As evidéncias sugerem que 0 numero
de parceiros sexuais ao longo da vida, pratica de sexo oral e historial de verrugas genitais
sao fatores de risco importantes para o desenvolvimento de OSCC associado a presenca
deste agente virico (Gillison and Lowy, 2004; Marur et al., 2010). No entanto, de acordo
com o reportado existe uma variagcao significativa no que concerne a prevaléncia de
detecao de HPV e o risco de OSCC associado, relativamente a populagdo alvo de
estudo, tipo de amostra biol6gica e método de detecdo (Herrero et al., 2003; Marur et al.,
2010; Miller and Johnstone, 2001).

2. CARCINOGENESE DO OSCC: ALTERACOES MOLECULARES E HISTOLOGICAS

O desenvolvimento do OSCC é um processo molecular e histolégico complexo
gue compreende a transformacdo de células epiteliais normais em pré-neoplasicas ou
potencialmente malignas, caracterizadas por uma capacidade de proliferacdo auto-
suficiente (Scully and Bagan, 2009). Este processo envolve uma série de alteracbes
genéticas, muitas vezes causadas pela exposicdo cronica a agentes de risco e/ou
carcinogéneos, em associacdo com a predisposicdo individual de cada individuo
(Califano et al., 1996; Perez-Sayans et al., 2009). A acumulacdo destas alteracdes cria
instabilidade genémica que favorece a progressado das lesdes potencialmente malighas
resultando, em muito dos casos, em carcinoma (Choi and Myers, 2008; Mithani et al.,
2007).

2.1 ALTERACOES MOLECULARES

As alteragdes genéticas que estdo na base do processo de carcinogénese oral
incluem principalmente mutagdes ou amplificagdo dos oncogenes e inativagéo dos genes
supressores tumorais, resultando na perda dos mecanismos de controlo do ciclo celular
(Lippman et al., 2005; Mehrotra and Yadav, 2006).

Existem varios oncogenes implicados na carcinogénese oral, tais como 0s
recetores de fatores de crescimento epidermal (Epidermal growth factor receptor —
EGFR), transdutores de sinal (familia do gene ras — H-ras, k-ras, N-ras) e reguladores do
ciclo celular (ciclina D), que promovem o desenvolvimento neoplasico, em consequéncia

da destabilizacdo dos mecanismos de controlo do ciclo e morte celular (Choi and Myers,
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2008; Scully and Bagan, 2009). A expressdo de EGFR (membro da familia dos recetores
tirosina cinase) é reportada como um marcador da transformagdo maligna, que esta
aumentada em 80 a 100% das las lesGes pré-malignas e malignas da cavidade oral,
existindo uma associacdo com o seu grau de diferenciacdo, agressividade e promocéo de
metastases (Reuter et al., 2007; Williams, 2000; Zimmermann et al., 2006). No OSCC a
familia do gene ras, que tém um papel fundamental no controlo da transduc¢éo do sinal,
através das células, de vias envolvidas no crescimento, migracdo e diferenciacdo, esta
frequentemente alterada. Esta alteracdo € considerada um eventual passo inicial na
progressao maligna oral (Campo-Trapero et al., 2008; Murugan et al., 2012). A alteracao
da familia das proteinas ciclina, que tém como fungéo a normal regulagéo da progressao
do ciclo celular, € uma caracteristica comum nas lesdes pré-malignas e no OSCC,
sugerindo que a amplificacdo dos genes da ciclina D e B e consequente expressao
aumentada das proteinas € um evento prematuro no processo de carcinogénese oral,
estando a sobreexpressdo de ciclina D também associada a um maior grau de
agressividade do tumor. (Choi and Myers, 2008; Miyamoto et al., 2003; Tsantoulis et al.,
2007).

Um dos eventos decisivos e mais estudados no processo de transformacéo
maligna das células é a inativacdo dos genes supressores tumorais (tais como TP53 e
Retinoblastoma — RB), frequentemente devido a mutacBes pontuais, delecbes e
rearranjos dos genes, conduzindo ao crescimento e divisdo descontrolada e contribuindo
para desenvolvimento do fendétipo maligno (Vogelstein and Kinzler, 1993; Williams, 2000).
No OSCC, as mutacdes do gene supressor tumoral TP53 estdo associadas a progressao
maligna, encontrando-se presentes nas lesdes pré-malignas e em 25 a 69% dos cancros
da cavidade oral (Levine et al.,, 1991; Nylander et al., 2000). De forma similar, a
inativacdo do gene RB e consequente baixa de expresséo da proteina pRB é descrita em
estadios precoces da doenca assim como nos casos de OSCC (Koontongkaew et al.,
2000; Pande et al., 1998).

2.2 ALTERACOES HISTOLOGICAS

A acumulacgdo das alteragbes enunciadas, entre outras, resulta na transformacgéo
das células do epitélio escamoso estratificado da mucosa oral e promovem o

desenvolvimento do OSCC.

De acordo com o modelo histolégico de carcinogénese oral, existe uma

progressao que pode compreender as lesdes reativas do epitélio, lesdes potencialmente
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malignas e carcinoma in situ, culminando, muitas vezes, em carcinoma invasivo (Rivera
and Venegas, 2014).

As les@es reativas, como é exemplo a hiperqueratose, surgem muitas vezes como
resultado de irritagdo ou friccdo continua, por exemplo durante a mastigacdo nos
pacientes com protese dentéria. Este tipo de lesdo estd associado ao espessamento
epitelial, resultado de um aumento da camada de queratina, como um fenémeno de
adaptacao/protecdo. Nao obstante, este tipo de lesdes raramente apresenta alteracdes
com potencial maligno ou progride para carcinoma (Neville and Day, 2002).

Na cavidade oral, as lesGes consideradas potencialmente malignas mais comuns
sdo a leucoplasia e a eritroplasia. A leucoplasia € definida pela WHO (World Health
Organization) como uma mancha ou placa branca que ndo pode ser caracterizada, clinica
ou patologicamente, como qualquer outra lesdo (Kramer et al., 1978). De forma similar, a
eritroplasia € um termo clinico para denominar uma mancha ou placa de tonalidade
avermelhada excluindo qualquer processo inflamatério, apresar da aparéncia e
tonalidade semelhantes (Kramer et al., 1978). Esta lesdo, comparativamente a
leucoplasia, apresenta maior potencial de malignidade (Kramer et al., 1978; Mashberg
and Samit, 1995). Ao contrario das lesdes reativas a leucoplasia e a eritroplasia estédo
associadas a displasia (proliferacdo desordenada, mas ndo neoplasica, com alteracao do
tamanho, forma e organizacdo celular) que dependendo do grau, displasia leve,
moderada ou severa, apresentam uma maior probabilidade de progredir para OSCC
(Scully et al., 2003; Speight, 2007). A proliferacdo descontrolada das células displasicas,
com um aumento progressivo da atipia e pleomorfismo nuclear e celular, associada a
capacidade e evasao da apoptose, replicacdo celular continua, formacéo de novos vasos
e degradacdo da matriz extra-celular da camada basal do epitélio, permite a promocéo,
invasdo e metastizacdo do OSCC (Choi and Myers, 2008; Rivera and Venegas, 2014;
Speight, 2007).

As alteracbes moleculares e histologicas, descritas nesta secg¢do, que
compreendem o processo de carcinogénese, resultam da perturbacéo do equilibrio entre
a proliferacéo e a morte celular programada (apoptose) (Scully, 1992). Neste processo, 0
descontrolo na progressao do ciclo celular, e em particular na mitose, conduz a um
namero anormal de cromossomas (aneuploidia). Esta € uma caracteristica comum dos
tumores solidos humanos, incluindo o cancro oral, e pode resultar, em parte, da alteragéo
do checkpoint mitético e por conseguinte da incorreta segregagdo cromossomica no

processo de diviséo celular (Holland and Cleveland, 2009; Kops et al., 2005).
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3. MITOSE E MECANISMO DE CONTROLO

O ciclo celular consiste numa sequéncia complexa de eventos ordenados,
responséaveis pela proliferacdo e divisdo celular, que compreende a replicacdo do ADN
(acido desoxirribonucleico) e a segregacdo dos cromossomas de forma equitativa pelas
duas células filhas resultantes do processo. Genericamente divide-se em duas fases
principais: a interfase, fase de duplicacdo do conteudo celular, nhomeadamente do
material genético, e preparacgéo para a divisao, e a mitose, a qual sera descrita em mais

detalhe na seccéo seguinte (Vermeulen et al., 2003).

3.1 MITOSE

s

A mitose é uma etapa do ciclo celular, onde ocorre a divisdo nuclear e
citoplasmatica dando assim, uma célula, origem a duas células-filhas geneticamente
idénticas. E um processo progressivo classicamente subdividido em diferentes etapas
(Figura 2) (Nigg, 2001): (1) a profase, caracterizada pela condensacéo da cromatina, em
cromossomas definidos e constituidos por duas moléculas de ADN iguais unidas pelo
centrémero, onde pela ligacdo de proteinas especificas se forma um complexo proteico
especializado — cinetocoro — local onde se estabelecera a ligacdo com os microtibulos do
fuso (Cheeseman and Desai, 2008). O invélucro nuclear inicia a sua desintegracéo
gradual e em simultdneo inicia-se a formacdo do fuso mitético a medida que os
centrossomas, que constituem, nos eucariotas, 0 maior centro organizador de
microtubulos, migram em direcdo oposta para os poélos da célula (Doxsey et al., 2005;
Nigg, 2001); (2) na prometafase continua a condensacao dos cromossomas, tornando-se
distintas as cromatidas, e os cinetocoros visiveis de cada um dos lados do centrdbmero.
Ocorre a completa desintegracéo do invélucro nuclear e em simultaneo inicia-se a ligacao
dos microtublulos de pdlos opostos aos cinetocoros, seguido do processo de
deslocamento dos cromossomas para o plano equatorial (Cheeseman and Desai, 2008;
Zimmerman and Doxsey, 2000); (3) na metafase € concluida a formagéo do fuso mitotico
e 0S cromossomas, que atingem a condensacdo maxima, encontram-se todos alinhados
e bi-orientados na placa equatorial; (4) na anafase A, apos a perda de coesao entre as
crométidas, estas deslocam-se para o0s polos, através da acdo exercida pelos
microtlbulos; (5) na anafase B, os pélos do fuso afastam-se cada vez mais, por
alongamento da célula, tornando a distancia entre os centrossomas maior (Nigg, 2001);
(6) a telofase caracteriza-se pela reorganizacdo do invllucro nuclear em volta dos
cromossomas que se encontram nos polos, inicia-se, progressivamente, a sua

descondensacgédo e os microtubulos do fuso despolimerizam. Por fim, acontece a divisdo
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do citoplasma (citocinese) promovida pela constricdo progressiva de um anel contractil de
actina e miosina, que culmina na separacgdo das duas células-filhas (Azevedo, 1999)

Os varios eventos descritos devem acontecer de forma sequencial, coordenada e
precisa o que implica um controlo rigoroso. A transi¢cao entre as fases do ciclo celular é
dependente das ciclinas e das proteinas cinases ciclina-dependentes (Cdks) de cada
fase (Murray, 2004). Na mitose a Cdk predominante é a Cdkl que forma um complexo
com as ciclinas mitéticas A e B que promovem o inicio e progressdo da mitose,

respetivamente (Sullivan and Morgan, 2007).

—~\y”

==
Interfase 4 \\

Cromossoma

Prometafase

Cinetocoro

Microtubulo

Metafase

[
Cromatidas

Figura 2 — Representacdo esquematica das diferentes etapas da mitose. A cromatina
duplicada na interfase condensa-se, na profase, em cromossomas definidos (a azul) e constituidos
por duas cromatidas unidas pelo centrémero e tornam-se visiveis os cinetocoros (a vermelho). Na
prometafase apos a quebra do invélucro nuclear inicia-se a formacao e ligagdo dos microtubulos,
de podlos opostos, aos cinetocoros, seguido do deslocamento dos cromossomas para o plano
equatorial. Os cromossomas atingem a sua condensacdo maxima na metafase e encontram-se
todos alinhados e bi-orientados na placa equatorial. Na anafase da-se a perda da coesao entre as
crométidas e existe a sua ascensdo para os poélos. Por fim, na telofase existe a descondensacao
da cromatina e reorganiza-se o involucro nuclear. Adaptado de Cheeseman et al.,2008.
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Para além da regulacdo por intermédio dos complexos ciclina-Cdks, a mitose, e
em particular a correta e equitativa divisdo do material genético pelas células-filhas, é
assegurada por um mecanismo de controlo celular complexo, designado por checkpoint
mitotico, que sera descrito em mais detalhe nas seccbes seguintes (May and Hardwick,
2006; Wells, 1996).

3.2 CHECKPOINT MITOTICO: DEFINICAO, FUNCAO E ATIVACAO

7

O checkpoint mitético € um sofisticado mecanismo de vigilancia, presente nas
células eucariotas, que atua na transicdo de metafase para anafase. A ativacdo deste
ponto de controlo evita a separacdo prematura das cromatidas irmas até ao momento em
gue todos os cromossomas se encontrem corretamente ligados aos microttbulos do fuso
mitotico e alinhados na placa metafasica (congressao), permitindo assim assegurar uma
correta segregacdao cromossémica durante a anafase (Logarinho and Bousbaa, 2008;
Musacchio and Salmon, 2007). Este mecanismo de controlo da mitose consiste numa
cascata de sinalizacdo, ativada aquando da entrada da célula no processo de divisao

celular.

Relativamente ao sinal chave que desencadeia a ativacdo do checkpoint mitdtico
existem dois modelos ideoldgicos diferentes (revistos por Silva et al.,2011): (1) o modelo
de ligacao, que estabelece que o mecanismo de controlo deteta o nivel de ocupacéo e o
estado da ligacdo cinetocoro-microtubulos e (2) o modelo de tensdo, que assume a
auséncia de tensdo entre os cinetocoros irmaos como o sinal chave para ativacdo do
checkpoint mitético. Ambos apresentam evidéncias que os apoiam. O primeiro modelo é
apoiado por um trabalho que demostra ndo existir a paragem em metafase, mesmo
guando efetuada a ablacdo, por laser, do ultimo cinetocoro nao ligado, ndo estando,
porém, o outro cinetocoro irmao ligado sob tensdo (Rieder et al., 1995). Contrariamente,
estudos desenvolvidos em leveduras, sustentam o modelo de tensdo, uma vez que 0s
cinetocoros ligados aos microtibulos, mas com auséncia de tensdo, nao satisfazem o
mecanismo de controlo, permanecendo o checkpoint mitdtico ativo (Stern and Murray,
2001).

Neste sentido, uma vez que a ligagcdo cinetocoro-microtubulos fornece a forca
necessaria para gerar tensado entre 0s cinetocoros irmaos, e a tenséo, por sua vez, é
necessaria para promover ligagbes cinetocoro-microtubulos estaveis, foi colocada a
hipétese da existéncia de um “checkpoint patrocinado” (King and Nicklas, 2000; Zhou et
al., 2002). Assim, de acordo com este modelo existem moléculas especificas capazes de

fazer a distincdo entre a auséncia de ligacdo cinetocoro-microtibulos (por exemplo a
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proteina Mad2) ou de tens&o entre cinetocoros (como sdo exemplos as proteinas BubR1
e Bubl), e que estdo na base do sinal inibidor da progressédo da anafase (Gorbsky and
Ricketts, 1993; Logarinho et al., 2004; Waters et al., 1998).

3.3 MECANISMO MOLECULAR DE ACAO

A via molecular de acédo do checkpoint mitético, que promove um sinal inibitério e
impede a separacao das cromatidas de forma precoce, envolve a intervencéo de diversas
proteinas, as quais podem ser divididas em dois grupos: (1) as proteinas core do
mecanismo de controlo - Bubl, Bub3, Madl, Mad2, BubR1 (Mad3 nas leveduras), Mps1
e (2) as proteinas associadas a ligacdo, a regulacdo do complexo promotor da
anafase/ciclossoma - APC/C (anaphase promoting complex/cyclosome), aos mecanismos
de correcao e de silenciamento do checkpoint mitético que monitorizam a progressao no
ciclo celular, em associacdo com o primeiro grupo de proteinas (Cheeseman and Desai,
2008; Khodjakov and Rieder, 2009).

A familia Bub (budding uninhibited by benzimidazole, Bub1-3), Mad (mitotic arrest
deficiente, Mad1-3) e a proteina Mpsl (monopolar spindle 1) foram inicialmente
identificadas em leveduras incapazes de atrasar a saida de mitose, na exposicdo a
drogas anti-mitéticas (nocodazole e benzimidazole) que afetam a dindmica dos
microtubulos (Bharadwaj and Yu, 2004; Winey and Huneycutt, 2002). A proteina Mps1,
descrita inicialmente como uma proteina do centrossoma, associada apenas a formacéao
das ligacBes bipolares do fuso mitético € considerada também como parte integrante do
checkpoint mitético (Winey and Huneycutt, 2002). Posteriormente homologos destas
proteinas, com elevada semelhanca de sequéncia e funcionalidade foram identificados

em organismos superiores, incluindo os mamiferos (Yu, 2002).

O complexo APC/C, considerado o alvo final do checkpoint mitético, € uma ligase
de ubiquitina E3 que promove a degradacdo, pelo encaminhamento para a subunidade
26S do proteosoma, de varias proteinas reguladoras da mitose, como sdo o0 caso da
securina e a ciclina B. A degradagdo da securina permite a ativacdo da protease
separase, que por sua vez, cliva as coesinas, responsaveis por manter unidas as
crométidas irmés, permitindo a sua separagédo e ascensdo aos polos opostos do fuso
mitotico. Por outro lado, a degradacdo da ciclina B promove a inativacdo da Cdkl e
consequentemente conduz a saida da mitose (Musacchio and Salmon, 2007). A
regulacéo da atividade do APC/C esta a cargo das proteinas acessorias Cdc20 e Cdhl,
gue sdo responsaveis pela interagdo com os substratos e os encaminham para o APC/C

para serem ubiquitinizados e, posteriormente, degradados (May and Hardwick, 2006).
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Os cinetocoros livres (Figura 3 A) ou incorretamente ligados aos microtibulos
atuam como catalisadores para a formacdo do complexo do checkpoint mitético (MCC),
constituido pelas proteinas Mad2, BubR1 e Bub3 (McCurdy et al., 2008). Este complexo
sequestra a proteina Cdc20, um ativador do complexo APC/C, prevenindo a degradacao
das proteinas securina e ciclina B, mantendo, desta forma, as coesinas entre as
croméatidas intactas e a saida da mitose inibida, respetivamente. (Kramer et al., 1978;
Sudakin et al., 2001).

A existéncia de um unico cinetocoro livre é suficiente para ativar o checkpoint
mitotico e desencadear uma paragem em mitose (Rieder et al.,, 1995). Com base num
modelo associado a proteina Mad2, denominado de “Mad2-Template”, esta é a
responsavel pela difusao do sinal inibidor da mitose, proveniente dos cinetocoros, para o
citosol (De Antoni et al., 2005). De acordo com este modelo, a proteina Mad2 pode adotar
duas formas conformacionais: “open™Mad2 (O-Mad2) e “closed™Mad2 (C-Mad2) (De
Antoni et al., 2005; Luo and Yu, 2008; Skinner et al., 2008). Desta forma, nos cinetcoros
livres, a C-Mad2, que se encontra constitutivamente ligada a proteina Madl, atua como
um recetor para a O-Mad2 citosélica transformando-a em C-Mad2, que estabelece, por
sua vez, ligagdo com a proteina Cdc20 (Figura 3 A). Este complexo (C-Mad2/Cdc20)
abandona o cinetocoro e atua como um equivalente estrutural da Mad2/Madl,
convertendo, no citosol, mais O-Mad2 em C-Mad2/Cdc20 produzindo uma amplificacao
do sinal (De Antoni et al., 2005; Yu, 2006).

Mais recentemente foi reportado um modelo em que a C-Mad2 promove uma
mudanca conformacional da proteina Cdc20 permitindo a sua ligagdo com o N-terminal
da proteina BubRl1, ligada a proteina Bub3, inibindo a atividade do APC/C e, por

conseguinte, o inicio da anafase (Figura 3 B) (Han et al., 2013).

Para um checkpoint mitético eficiente sdo também necessérias as cinases Bubl,
Mpsl e Aurora B. A proteina Bubl, que forma um complexo constitutivo com a proteina
Bub3 (Brady and Hardwick, 2000), é necessaria para o recrutamento das proteinas
BubR1, Madl e Mad2 para o cinetocoro (Johnson et al., 2004). Adicionalmente, a
proteina Bubl, através da fosforilagdo da Cdc20, contribui também para a inibicdo do
APC/C (Kang et al., 2008; Tang et al., 2004). O recrutamento das proteinas Mad1 e Mad2
também é dependente da Mpsl, que por sua vez, é necessaria para a ativacdo da
proteina Aurora B (Abrieu et al., 2001; Jelluma et al.,, 2010). Esta proteina é parte
integrante do chromosomal passenger complex e tem um papel importante na corre¢éo
das ligagBes cinetocoro-microtubulos aberrantes (Ruchaud et al., 2007). Neste processo,

gue envolve a fosforilagdo do substrato, a proteina Aurora B deteta e destabiliza as
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ligagOes aberrantes, permitindo uma nova orientagdo e alinhamento dos cromossomas,
evitando, desta forma, a aneuploidia (DeLuca et al., 2011; Silva et al., 2011; Tanaka et
al., 2002). Para além desta funcionalidade, a Aurora B desempenha também um
importante papel no recrutamento das proteinas BubR1 e Mad2 para o cinetocoro
(Ditchfield et al., 2003).

Quando o ultimo cromossoma esta alinhado na placa metafasica e ligado de
forma bipolar, o sinal inibidor deixa de ser produzido, em consequéncia do silenciamento
do checkpoint mitético (Figura 3 A, checkpoint off), 0 que permite a progressao da mitose.
Este silenciamento implica a separa¢do do MCC, ficando a proteina Cdc20 livre para
ativar o APC/C, que induz a ubiquitinacéo e posterior degradacéo da securina e ciclina B
no proteossoma, conduzindo assim a separacao das cromatidas irmés e saida da mitose,

respetivamente (Sudakin et al., 2001).
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Figura 3 — Modelos da via de sinalizacdo do checkpoint mitético. (A) De acordo com o
primeiro modelo, a presenca de cinetocoros ndo ligados ou incorretamente ligados ativa o
checkpoint (checkpoint on). Ao nivel do cinetocoro o complexo Mad1-“closed’-Mad2 gera um sinal
que se difunde, convertendo a “open”’-Mad2 em “closed”-Mad2, que em associagdo com a Bub3,
BubR1 e Cdc20 forma o complexo checkpoint mitético (MCC). O MCC sequestra a proteina Cdc20
impedindo a ativacdo do complexo promotor da anafase/ciclossoma (APC/C). Quando todos os
cromossomas estdo corretamente ligados o MCC separa-se (checkpoint off) e a proteina Cdc20
est4 livre para ativar o APC/C e este degradar as proteinas securina e a ciclina B. Desta forma, a
separase fica livre para degradar as coesinas, permitindo a separagcdo das croméatidas irmas,
enquanto a degradacgdo da ciclina B permite a saida da mitose. (B) De acordo com o segundo
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modelo, a “closed”-Mad2 promove uma alteracao conformacional da proteina Cdc20, permitindo a
sua ligagdo com o N-terminal da proteina BubR1, ligada a proteina Bub3, mantendo o APC/C
inativo, impedindo assim o inicio da anafase. Uma vez formado este complexo a “closed’-Mad2 é
libertada e volta ao citosol. Adaptado de Teixeira et al., 2014.

4. EXPRESSAO DAS PROTEINAS DO CHECKPOINT MITOTICO NO OSCC

As alteracdes ao nivel do checkpoint mitético tém sido alvo de estudo em
diferentes tipos de cancro, e associadas ao processo de tumorigénese. Nao obstante, até
ao momento existe um numero limitado de publicacdes cientificas que abordam esta
temética no OSCC.

Tendo em conta os componentes core do checkpoint mitético descritos (Mad1,
Mad2, Bubl, BubR1, Bub3 e Mps1l), assim como o principal alvo do checkpoint mitético -
Cdc20), e a proteina Aurora B somente estdo reportadas alteracbes ao nivel da
expressédo da Cdc20, Mad2, BubR1 e Aurora B (Tabela 1).

Os estudos que visam as alteracbes ao nivel da Cdc20, apesar das diferentes
abordagens usadas, revelam uma sobreexpressao da proteina no OSCC tanto em linhas
celulares como em amostras histolégicas (Mondal et al., 2007; Moura et al., 2013;
Thirthagiri et al., 2007). Esta alteracdo estd associada a um checkpoint mitético
deficiente, demonstrado pela incapacidade de paragem no ciclo, mesmo apdés incubacéo
com nocodazole (utilizado para ativar o checkpoint mitético pela despolimerizacdo dos
microtibulos) e decréscimo dos niveis de ciclina B que evidenciam a promocao
prematura da anafase, e consequentemente a incorreta segregacdo dos cromossomas
conduzindo a fendtipos aberrantes, como a aneuploidia (Mondal et al., 2007). De forma
similar, um estudo desenvolvido em linhas celulares com defeitos ao nivel da p53 e p186,
estabelece a associacdo entre a sobreexpressdo de Cdc20 e um ineficiente checkpoint
mitGtico, avaliado pelo indice mitético. No mesmo estudo, todas as linhas celulares de
OSCC, demonstraram baixos niveis de expressdo de Mad2, independentemente da
integridade do checkpoint mitético (Thirthagiri et al.,, 2007). Mais recentemente, e do
ponto de vista clinico, o significado da expressdo da Cdc20 foi avaliado em amostras
histol6gicas de OSCC. Esta proteina demonstra ser um potencial marcador para
categorizar pacientes de alto risco, e a sua sobreexpressao encontra-se associada a uma
menor sobrevida dos pacientes. Estas evidéncias sugerem o nivel de expressdo da

Cdc20 como um potencial fator de progndéstico nos casos de OSCC (Moura et al., 2013).

~

Relativamente a proteina BubR1, as evidéncias de uma sobreexpressdo no
OSCC, sao concordantes nos diferentes estudos disponiveis. Esta sobreexpressao foi

também observada em lesdes potencialmente malignas, apesar de em menor grandeza
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gue no OSCC, relativamente & mucosa oral normal, o que sugere que esta alteragcéo €,
possivelmente, um evento precoce na carcinogénese do OSCC (Hsieh et al., 2010).
Curiosamente, niveis aumentados da proteina BubR1 estdo correlacionados com uma
maior prevaléncia de HPV, o que indica uma possivel interacdo entre a proteina e o virus
no carcinoma oral (Lira et al., 2010). O mesmo estudo indicia, também, que a
sobreexpressdo da proteina BubR1 esta relacionada com tempos de sobrevida mais
curtos dos pacientes. Contrariamente, um trabalho semelhante evidencia uma associagéo
entre a sobreexpressédo da proteina BubR1 e periodos mais longos de sobrevivéncia dos
pacientes com OSCC, assim como com estadios tumorais menos avangados e um

periodo livre de recidiva mais curto (Rizzardi et al., 2011).

A proteina Aurora B, assim como as proteinas Cdc20 e a BubR1, apresentam
uma expressao aumentada no OSCC. Estes niveis de expressao apresentam uma
correlacdo com o grau histolégico de diferenciacdo, nomeadamente em tumores pouco
diferenciados, e metastases nos nédulos linfaticos, sugerindo um papel na progressao
tumoral e portanto um alvo a ter em conta no diagnéstico e terapéutica (Qi et al., 2007).
Um estudo semelhante, desenvolvido na populacdo de Taiwan, demonstrou que a
expressao aumentada da proteina Aurora B apresenta uma associacdo com o tamanho e
com o avancado estadio tumoral, evidenciando um pior prognostico (Chen et al., 2013b),
resultados concordantes com os observados por outros autores, sustentando o valor
desta proteina como fator de progndstico e marcador de agressividade nos casos de
OSCC (Chen et al., 2013b; Pannone et al., 2011).

Tendo em conta as evidéncias, existe uma tendéncia de expressdo aumentada
das proteinas do checkpoint Cdc20, BubR1 e Aurora B no carcinoma oral de células
escamosas, exceto no que diz respeito a proteina Mad2. No entanto, permanece até ao
momento, de acordo com o nosso conhecimento, o total desconhecimento do nivel de
expressao das restantes proteinas intervenientes no checkpoint mitético, assim como a
sua expressao no coletivo, e 0 seu possivel papel na progressdo do cancro oral de

células escamosas.
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Tabela 1 — Expressao das proteinas do checkpoint mitético no OSCC. Adaptado de Teixeira et al.,
2014.

Proteinas do

checkpoint Amostra Nivel d? Referéncia
L expressao
mitotico
Linhas celulares de OSCC (7 de 10)
Sobreexpresséo (Mondal et al., 2007)
HNSCC (7 dos 10 casos)
Cdc20
Linhas celulares de OSCC (2 de 7) Sobreexpressao = (Thirthagiri et al., 2007)
OSCC (37 dos 65 casos) Sobreexpresséo (Moura et al., 2013)
Mad2 Linhas celulares de OSCC (7 de 7) Subexpresséo (Thirthagiri et al., 2007)
OSCC (43 dos 43 casos)
Sobreexpresséo (Hsieh et al., 2010)
LO™ (75 dos 77 casos)
OSCC' (15 dos 20 casos)
OSCCSM (19 dos 27 casos) Sobreexpressé_o
BubR1 oM (Lira et al., 2010)
OSCC~" (18 dos 23 casos) Subexpressao
NL cervicais (15 dos 23 casos)
LO™ (16 dos 16 casos)
OSCC (11 dos 49 casos) Sobreexpresséo (Rizzardi et al., 2011)
Linhas celulares de OSCC (7 de 7)
Sobreexpressdo | (Pannone et al., 2011)
OSCC (71 de 101)
Aurora B
OSCC (40 dos 40 casos) Sobreexpresséo (Qi et al., 2007)
OSCC (162 dos 215 casos) Sobreexpresséo (Chen et al., 2013b)

LOPM, lesdes orais potencialmente malignas; OSCCIS, OSCC in situ; OSCCSM, OSCC invasivo sem
metastases; OSCCCM, OSCC invasivo com metastases; NL, nédulos linfaticos; LONM; lesbes orais ndo

malignas.
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Il. OBJETIVOS

Ao nivel mundial o OSCC representa um dos tumores da cabeca e pesco¢o mais
frequentes e permanece com uma taxa de sobrevida total aos 5 anos baixa, o0 que o torna
um problema de saude publica. Neste sentido, torna-se imperativo desenvolver métodos
de detecdo precoce e diferenciar pacientes com maior risco de recorréncia ou progressao
da doenca.

Véarias sdo as alteracdes genéticas reportadas, nomeadamente nos genes
supressores tumorais e oncogenes, nao obstante 0 modelo molecular de carcinogénese
oral ainda ndo esta totalmente esclarecido. Neste sentido, é crucial o entendimento da
base molecular do OSCC para esclarecimento do processo de progressdo, mas
principalmente para identificar novos marcadores biol6gicos que perspetivem o

diagndstico e desenvolvimento de novas e potenciais intervencdes terapéuticas.

Uma caracteristica comum de varios tipos de cancro, incluindo o OSCC, é a
aneuploidia, principalmente definida como o nimero anormal de cromossomas. Uma das
potenciais causas apontadas, para tal, € a existéncia de defeitos ao nivel do mecanismo
de controlo da mitose, o checkpoint mitético, que controla a correta divisdo dos
cromossomas na mitose. A BubR1, Mad2 e Bub3 sdo proteinas intervenientes no
checkpoint mitotico e constituem o MCC, que impede a proteina Cdc20 de ativar o
APC/C, inibindo, portanto, a saida prematura da mitose perante uma incorreta orientacado

e ligacdo dos cromossomas, aos microtibulos do fuso mitético.

Até ao momento, apenas as proteinas BubR1 e Cdc20 foram alvo de estudo, em
amostras histolégicas de OSCC, nédo existindo portanto nenhum trabalho que reporte o

nivel de expresséo das proteinas Mad2 e Bub3 neste tipo de tumor.

Desta forma, a presente dissertacdo tem como foco principal determinar o
significado clinico da expressdo das proteinas BubR1l, Mad2 e Bub3 no OSCC,
procurando responder aos objetivos especificos estabelecidos: (1) analisar a expressao
das proteinas em amostras histolégicas de OSCC, em comparac¢do com tecido normal da
mucosa oral; (2) verificar a relagdo da expressédo das proteinas entre si; (3) avaliar a
relacdo da expresséo das proteinas com o grau de proliferacdo dos tumores; (4) estudar
a relacdo do nivel de expressdo das proteinas com as caracteristicas clinico-patolégicas
do grupo de pacientes em estudo e (5) avaliar o potencial das proteinas como

marcadores de prognaéstico.
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[1l. MATERIAL E METODOS

No sentido de responder aos objetivos propostos, o presente trabalho foi planeado

de acordo com o desenho experimental abaixo esquematizado.

1. Recolha da amostra Pacientes e sele¢do da amostra

2.Processamento histolégico Microtomia

Coloracdo hematoxilina-
eosina

Visualizacdo microscopica

3. Validac3o do diagndstico

4.Detecdo das proteinas Imunohistoguimica

Proteinas do checkpoint mitotico:
BubR1; Mad2 e Bub3

Marcador de proliferagdo: Ki-67

5.Avaliacdo da expressdodas Analise por dois observadores
proteinas independentes

Aquisicdo : Nikon TE 2000-U equipado com uma camara digita
DXM1200F; tratamento : Photoshop CS5 (Adobe Microsystems, CA)

1

6.Aquisicdo e tratamento de imagens

7.Analise estatistica dos resultados IBM SPSS Statistics versao 22 (IBM Corporation, NY,US)

Figura 4 - Representacédo esquemética do desenho experimental delineado.

1. PACIENTES E SELECAO DA AMOSTRA

Neste estudo retrospetivo foram recolhidos um total de 65 amostras de tecido
fixado e incluido em parafina, de pacientes diagnosticados com carcinoma oral de células
escamosas no Centro Hospitalar do Porto — Hospital de Santo Anténio (CHP), Porto,

Portugal, entre 0 ano de 2000 e 2006.

A autorizacdo para o desenvolvimento do estudo foi concedida pelo Comité de
Etica Institucional do CHP, assim como a informacédo detalhada relativa a cada caso
clinico (género; idade; habitos de consumo de &lcool e tabaco; localizagdo (labio,
pavimento da boca, lingua, mucosa jugal, retromolar, palato duro e gengiva), tamanho
(T1-T4) estadio (I-IV) e grau do tumor; N status (NO, N1, N2, e N3); margens status (com

tumor, tumor préximo, e sem tumor); permeacdo perineural; invasdo linfatica e
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modalidade terapéutica (cirurgia, cirurgia e radioterapia, quimioterapia e outros, e
tratamento de suporte) foi disponibilizada pelo banco de dados de registo da mesma
instituicdo. Os tumores foram reclassificados de acordo com a 72 edicdo da classificacdo
dos tumores malignos do American Joint Committee on Cancer (Edge and Compton,
2010).

2. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os blocos de parafina de cada caso foram seccionados com uma espessura de 3
pm num micrétomo rotativo manual (Finesse 325, Thermo Scienitific), e os cortes
estendidos em laminas adesivadas (StarFrost, Waldemar Knittel). De seguida as laminas
foram colocadas numa estufa a 37°C, durante cerca de 12 horas, para a secagem e total
adesd@o do corte a superficie da lamina. Uma lamina de cada caso foi corada pela
coloracdo de hematoxilina-eosina (HE), para confirmacao do diagnéstico inicial, e as

restantes armazenadas para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica.

3. VALIDACAO DO DIAGNOSTICO

Uma lamina da coloracdo HE, de todos os casos em andlise, foi avaliada, por um
patologista experiente, para confirmacdo do diagndstico inicial. O grau de diferenciacao
dos casos de OSCC foi reclassificado de acordo com a classificacdo da World Health
Organization (2005) em bem diferenciado (G1), moderadamente diferenciado (G2) e
pouco diferenciado (G3) (Barnes et al., 2005). A invasédo linfatica e permeacao perineural

foram classificadas como presente ou ausente.

4. IMUNOHISTOQUIMICA

No sentido de avaliar os niveis de expressao das proteinas do checkpoint mitético
BubR1, Mad2, Bub3 e o marcador bioldgico de proliferacdo Ki-67 nas amostras de OSCC

realizou-se a técnica de imunohistoquimica.

As seccdes histologicas foram desparafinadas em xilol e hidratadas numa série
decrescente de alcoois (100%,70% e 50%) e agua destilada. Posteriormente procedeu-se
a recuperagdo antigénica com tampdo EDTA (pH9,0) durante 30 minutos em banho-
maria a 98°C. ApGs o arrefecimento, durante 20 minutos a temperatura ambiente, as
laminas foram lavadas duas vezes em tampdo fosfato salino 1x (phosphate buffered
saline, PBS — 1,37M NaCl, 27 mM KCI, 100mM Na,HPO,, 18 mM KH,PQO,, pH 7,4)

durante 5 minutos cada, e de seguida neutralizou-se a atividade enddgena das
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peroxidases com 0,3% de peréxido de hidrogénio (H,O,), em metanol, durante 5 minutos.
Posteriormente lavaram-se as laminas duas vezes em PBS, durante 5 minutos cada, e
foram incubadas em tampdo tris-salino com 0,4% de caseina para reduzir as ligacbes
inespecificas do anticorpo primario, assim como do polimero. De seguida, removeu-se 0
excesso da solugdo de bloqueio e incubaram-se as amostras com o anticorpo primario
durante 1h, em camara humida a temperatura ambiente, de acordo com as diluicdes
6timas aferidas (Tabela 2). Subsequentemente procedeu-se a lavagem, por duas vezes,
durante 5 minutos cada, com PBS, e incubaram-se as sec¢des com o0 anticorpo pos-
priméario (IgG de coelho anti-ratinho), durante 30 minutos Posteriormente efetuou-se a
lavagem duas vezes em PBS, durante 5 minutos cada, e incubou-se com o polimero.
Apbs os 30 minutos de incubacéo, lavou-se as sec¢des duas vezes com PBS, durante 5
minutos cada, e os produtos da reacdo com a peroxidase foram evidenciados utilizando
3,3 — diaminobenzidina (DAB) como cromogénio. Os cortes histolégicos foram
contrastados com hematoxilina durante 30 segundos e lavados em agua corrente durante
5 minutos. Por fim, procedeu-se a desidratacdo, numa série crescente de alcoois (50%,
70% e 100%), seguida da diafanizacdo em xilol e aplicacdo da lamela com o meio de
montagem resinoso Histofluid (Marienfeld, Laboratory Glassware). Para a realizacdo da
técnica de imunohistoquimica recorreu-se a utilizacdo de um kit comercial, de acordo com
as instrucbes do fabricante (Sistema de detecdo de polimero Novolink ™ Novocastra,

Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle upon Tyne, UK).

Em cada série de imunohistoquimica foram usados como controlo normal e
negativo, cortes histolégicos de mucosa oral normal e a omissdo do anticorpo primario,

respetivamente.

Tabela 2 — Anticorpos primarios para a dete¢cdo imunohisoquimica das proteinas BubR1, Mad2,
Bub3 e Ki-67. Informag&o sobre o clone, empresa de aquisicdo e diluicbes aferidas para os
diferentes anticorpos.

Anticorpo primario Clone Recuperacio antigénica  Diluigao® Empresa

Ratinho anti-BubR1 9/BUBR1 1:150

Ratinho anti-Mad?2 Mad2/48 1mM tamp&o EDTA 1:75 BD Biosciences,USA
. . b (pPHY,0)

Ratinho anti-Bub3 31/Bub3 1:350

Ratinho anti-Ki-67 MIB1 1:10 Dako, Denmark

°Diluicio em IHC diluente (Novocastra); °Relativamente a este anticorpo foi igualmente testada a
recuperacgédo antigénica com tampao citrato (pH6,0) e as diluigbes 1:150, 1:250 e 1:450.
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5. AVALIACAO DA IMUNOHISTOQUIMICA

A expressdo das proteinas em estudo foi avaliada por dois observadores
independentes, sem conhecimento prévio relativo as caracteristicas clinico-patologicas
dos pacientes. Os casos discordantes foram revistos pelos observadores e estabelecido

um consenso.

Na avaliacdo da imunohistoquimica das proteinas BubR1, Mad2 e Bub3 foram
considerados os seguintes parametros da marcacao: intensidade, extensao, localizacéo e
distribuicdo. A intensidade foi classificada em ausente, leve, moderada e forte. A
extensdo da marcacéo foi avaliada pela percentagem média de células marcadas. Para
tal, por cada caso de OSCC, foram avaliados dez campos distintos com a objetiva de 40x
(microscoépio 6tico Olympus CX21). Segundo a estimativa da média de células marcadas
a extensao foi classificada em 5 grupos: 0-9%, 10-24%, 25-49%, 50-74% e 75-100%. A
localizac&o celular, da marcac¢é@o imunohistoquimica de cada proteina, foi classificada em
citoplasmatica, nuclear, citoplasmatica e nuclear, e citoplasmatica e membranar.
Relativamente a distribuicdo nos tumores a marcacédo foi classificada em homogénea,

periférica e central.

Na avaliacdo da proteina Ki-67 foi considerada a percentagem de nucleos
marcados (em semelhanca ao descrito para as proteinas BubR1, Mad2 e Bub3) para
determinar o status de proliferacdo do tumor. Assim os OSCC foram classificados em
dois grupos: pouco proliferativos (marcacdo de 0-49% das células tumorais) e muito
proliferativos (marcacdo de 50 % ou mais células tumorais) (Carlos de Vicente et al.,
2002).

6. AQUISICAO E TRATAMENTO DE IMAGENS

As imagens da marcacdo imunohistoquimica foram adquiridas num microscépio
invertido Nikon TE 2000-U equipado com uma camara digital DXM1200F, através do
programa Nikon ACT-1. O tratamento final das imagens (brilho e contraste) foi ajustado
no Photoshop CS5 (Adobe Microsystems, CA).

7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram estatisticamente analisados através do programa IBM SPSS
Statistics versao 22 (IBM Corporation, NY,US).
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A diferenca da extensdo da marcacdo das proteinas BubR1 e Mad2 entre os
casos de OSCC e a mucosa oral normal foi avaliada pelo teste ANOVA. As associa¢ctes
entre as diferentes caracteristicas clinico-patolégicas e os niveis de expressao das
proteinas BubR1 e Mad2 foram analisadas pelo teste Chi-square. A correlagédo entre as
proteinas BubR1 e Mad2, assim como a correlacdo de ambas com a proteina Ki-67 foi
igualmente avaliada pelo teste Chi-square. A Cancer-specific survival (CSS) foi definida
como o intervalo de tempo (meses) entre o tratamento primario e a morte por OSCC ou
até ao momento do ultimo follow-up, e a Recurrence-free survival (RFS) definida como o
intervalo de tempo (meses) entre o tratamento primario e a recorréncia do OSCC. A CSS
e a RFS foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier e o efeito de prognéstico foi
avaliado pelo teste log-rank. Os Hazard ratios (HR), com intervalo de confianca (IC) de
95%, foram estimados através da anélise multivariada pelo modelo Cox regression, para
analisar o efeito independente das variaveis em analise. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

25| Pagina



CAPITULO IV.
RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. DESCRICAO DA AMOSTRA EM ESTUDO

O estudo retrospetivo apresentado incluiu um grupo de 65 pacientes com OSCC,
registados no periodo de 2000-2006 no Hospital Santo Anténio, Porto. Do total dos
casos, 47 (72,3%) sdo do sexo masculino e 18 (27,7%) do sexo feminino, com idade
média de 61,57+14,9 anos, tendo o paciente mais novo, no momento de diagnostico, 25
e 0 mais velho 96 anos. A localizacdo mais frequente da lesdo foi observada na lingua
(24 casos), histologicamente bem diferenciada (39 casos) e sem ocorréncia de
metastases a distancia. Esta caracterizacdo € similar a descrita em trabalhos
anteriormente publicados no OSCC, nomeadamente no que respeita ao maior nimero de
casos registados no sexo masculino (Carvalho et al., 2004; Ghoshal et al., 2006), a idade
média dos pacientes (Rizzardi et al., 2011) e a lingua, como local de maior ocorréncia,
refletindo assim a situacdo reportada nos dados epidemiolégicos divulgados
mundialmente (Jemal et al., 2011; Warnakulasuriya, 2010). Do total de pacientes em
estudo 50,0% apresentavam hébitos de consumo de tabaco e alcool, amplamente
considerados como os fatores com maior risco associado ao cancro oral (Blot et al.,
1988). A informacdo detalhada das caracteristicas clinico-patoldgicas, referentes a

amostra em analise, encontra-se discriminada na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com OSCC em estudo (n=65).

Caracteristicas clinico-patolégicas Grupo N (%)
Género Feminino 18 (27,7%)
Masculino 47 (72,3%)
<62 anos 32 (49,2%
dade | 565 anos 33 §50,8%§
Sem habitos 14 (24,1%)
_ Alcool 5 (8,6%
Habitos™ | rabaco 10 §17,20}o)
Alcool e tabaco 29 (50,0%)
Labio 6 (9,2%)
Pavimento da boca 7 (10,8%)
Lingua 24 (36,9%)
Localizagdo @ Mucosa jugal 3 (4,6%)
Retromolar 11 (16,9%)
Palato duro 8 (12,3%)
Gengiva 6 (9,2%)
T1 18 (27,7%)
Tamanho tumor % 22 g‘llg?)
T4 16 (24,6%)
NO 38 (58,5%)
N1 11 (16,9%
Nstatus | o 14 §21,s%§
N3 2 (3,1%)
I 13 (20,0%)
o 21 (32,3%
Estadio | |, 9((13,8%))
v 22 (33,8%)
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CG 29 (44,6%)

. - CGeRT 18 (27,7%)

Modalidade terapéutica QT e outros 13 (20.0%)
Tratamento suporte 5 (7,7%)

G1 39 (60,0%)

Grau tumor | G2 23 (35,4%)
G3 3 (4,6%)

Sem tumor 28 (54,9%)

Margem® | Proximas 13 (25,5%)

Com tumor 10 (19,6%)

x . Auséncia 58 (89,2%)
Invaséo perineural Presenca 7 (10,8%)

Invaséo linfatica Auséncia 61 (93,8%)
Presenca 4 (6,2%)

CG, cirurgia; RT, radioterapia; QT, quimioterapia.”® N&o avaliavel em 7 casos. ° N&o avaliavel em 14
casos.

2. EXPRESSAO DAS PROTEINAS BUBR1,MAD2, BuB3 E KI-67 NO OSCC

A alteracdo da expressado de proteinas envolvidas no mecanismo do checkpoint
mitotico esta associada a diversos tipos de tumores sélidos, nomeadamente ao OSCC
(Teixeira et al., 2014). Uma sobreexpressao da proteina BubR1 foi previamente descrita
em amostras de pacientes com OSCC e, apesar de em menor grau, em lesées pré-
neoplasicas orais sugerindo esta alteracdo como um evento precoce na carcinogénese
do OSCC (Hsieh et al., 2010). Este nivel de expressdo foi associado a uma menor
sobrevivéncia dos pacientes em lesdes malignas orais(Lira et al., 2010), e apontado
como um potencial marcador de prognostico neste tipo de tumor (Rizzardi et al., 2011).
Por outro lado, ndo existem estudos que reportem a expressado das proteinas Mad2 e
Bub3, em amostras histologicas de OSCC, justificando a originalidade e a relevancia do
presente estudo. Em semelhanca com a proteina BubR1, as proteinas Mad2 e Bub3 sao
intervenientes chave na ativacdo do mecanismo do checkpoint mitético, assegurando a
correta segregacdo cromossémica e, consequentemente, evitando o aparecimento de
uma populacao de células aneupldides, caracteristica comum na maior parte dos tumores
(Holland and Cleveland, 2009; Kops et al., 2004).

2.1 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BUBR1

Dos 65 casos em estudo, 2 foram excluidos da andlise por perda do tecido no
decorrer do processamento histolégico. Nos restantes 63, assim como em todos 0s casos
de tecido normal (n=10),0bservou-se a existéncia de marcacdo para a proteina BubR1.
Este fato mostra concordancia com o anteriormente descrito (Burum-Auensen et al.,
2007), mas contraria um estudo recentemente publicado no qual nenhum do tecido oral
normal apresentou marcacdo da proteina (Hsieh et al., 2010). No nosso estudo, a

percentagem média de células marcadas (extensdo da marcacdo) foi de 8,5+1,58 e
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54,9+22,1 no controlo e nos casos de OSCC respetivamente, evidenciando assim uma
percentagem significativamente superior (p<0,001) de células marcadas no OSCC
relativamente ao tecido normal, tal como reportado por outros autores (Chen et al.,
2013a; Hsieh et al., 2010; Lira et al., 2010; Liu et al., 2009; Rizzardi et al., 2011). A
marcacao imunohistoquimica da proteina BubR1 foi descrita anteriormente por outros
autores em tecido normal, nas células epiteliais da camada basal e parabasal, e no
OSCC com um padrdo caracteristico predominantemente citoplasmatico (Burum-
Auensen et al., 2007; Rizzardi et al., 2011). O mesmo foi observado por nés na mucosa
oral normal (Figura 5 A) e em 95,2% (n=60) dos casos de OSCC. Relativamente a
intensidade da marcacao, 47,6% (n=30) dos casos apresentaram o nivel de intensidade
mais elevado (forte) enquanto que o controlo normal apresenta uma intensidade leve a

moderada (Tabela 4 e Figura 6 A).

A extensdo da marcacdo nos casos de OSCC, definida como a percentagem
média de células tumorais marcadas, foi categorizada em 5 grupos (0-9%, 10-24%, 25-
49%, 50-74% e 75-100%), em que 38,1% (n=24) dos casos apresentou uma extensao da
marcacdo compreendida entre 25-49% (Tabela 4 e Figura 6 A). E de salientar que em
nenhum dos casos se verificou uma extensédo inferior a 9%. Curiosamente um estudo
imunohistoquimico da expressdo da BubR1 em lesdes potencialmente malignas e no
OSCC mostrou, apenas nas primeiras uma extensao de marcacdo inferior a 10%,
enquanto os casos de OSCC, independentemente do grau de diferenciacéo,
apresentaram uma extensdo da marcacao elevada (91-100%) (Hsieh et al., 2010). Por
altimo, e relativamente a distribuicdo da marcacéo, observou-se, na maioria dos casos
(82,5%), um padrao heterogéneo, evidente na periferia do tumor (Figura 6 A) de acordo

com o reportado por outros autores (Rizzardi et al., 2011).

2.2 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA MAD?2

A avaliacdo imunohistoquimica da expressdo da proteina Mad2, foi possivel
apenas em 54 dos 65 casos inicialmente recolhidos (Tabela 3), uma vez que os restantes
11 casos foram excluidos por perda do tecido durante o procedimento e/ou inexisténcia

de areas tumorais.

Em semelhanca ao constatado para a proteina BubR1, a Mad2 foi observada em
todos os casos de tecido normal e tumoral com uma percentagem de células marcadas
de 46,85+14,97 e 64,90£18,70 (p=0,017), respetivamente, evidenciando um maior

nimero de células marcadas nos OSCC, comparativamente ao encontrado nos tecidos
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normais, como demonstrado por outros autores em diferentes tipos de tumores (Li et al.,
2003; Yu et al., 2010)

A localizacdo celular da marcagdo da proteina Mad2 estd descrita como
unicamente nuclear na mucosa oral, assim como noutros tipos de tecidos normais
(Burum-Auensen et al., 2007; Pati et al., 2004). N&o obstante em tecidos tumorais, como
sdo exemplo o adenocarcinoma do colon, estbmago e mama evidenciam uma marcacao
desta proteina do checkpoint mitético localizada no citoplasma (Li and Zhang, 2004; Pati
et al.,, 2004; Tanaka et al., 2001) Por outro lado, no adenocarcinoma do pancreas e no
carcinoma de células escamosas da pele, a localizacdo da marcacdo da proteina Mad2
foi descrita no nucleo das células, em semelhanca ao encontrado no tecido normal
(Burum-Auensen et al., 2007). No nosso estudo, a marcagao da proteina Mad2, no tecido
normal, mostrou-se predominantemente nuclear e em semelhanca a proteina BubR1
localizada nas camadas basal e parabasal do epitélio (Figura 5 B). No OSCC a marcacao
da proteina Mad2 foi observada simultaneamente no citoplasma e nudcleo em 61,1%
(n=33) dos casos (Tabela 4 e Figura 6 B). Recentemente, o0 mesmo padrdo de
localizac&o foi reportado no carcinoma do ovario e no cancro do estdmago (Park et al.,
2013; Wang et al., 2009). Tendo em conta a intensidade da marca¢éo, no nosso estudo,
verificou-se que em 42,6% (n=23) dos casos a intensidade era forte, apresentando a
mucosa oral normal uma marcacdo de intensidade leve. Relativamente a extensdo da
marcacao, 40,7% (n=22) dos casos apresentaram uma extensdo no intervalo de 50-74%
de células tumorais marcadas. O padrao da marcacéo da proteina Mad2, em semelhanca
ao reportado para a proteina BubR1, revelou-se heterogéneo em 87,0% (n=47) dos

casos e com uma distribuicdo igualmente periférica (Tabela 4 e Figura 6 B)
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Tabela 4 — Andlise dos parametros intensidade, extenséo, localizacao e distribuicdo da marcacéo
imunohistoquimica das proteinas BubR1 e Mad2 nos OSCC em estudo.

Paramet BubR1 Mad?2
arametro N (%) N (%)
Total de casos 63 (100%) 54 (100%)

Intensidade
Ausente 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Leve 6 (9,5%) 13 (24,1%)
Moderada 27 (42,9%) 18 (33,3%)
Forte 30 (47,6%) 23 (42,6%)
Extenséo
0-9% 0 (0,0%) 1 (1,9%)
10 — 24% 7 (11,1%) 1 (1,9%)
25 — 49% 24 (38,1%) 12 (22,2%)
50 — 74% 20 (31,7%) 22 (40,7%)
75 — 100% 12 (19,0%) 18 (33,3%)
Localizagao
Citoplasmatica 60 (95,2%) 1 (1,9%)
Nuclear 0 (0,0%) 20 (37,0%)
Citoplasmatica e nuclear 1(1,6%) 33 (61,1%)
Citoplasmatica e membranar 2 (3,2%) 0 (0,0%)
Distribuicéo
Periférica 52 (82,5%) 47 (87,0%)
Central 0 (0,0%) 1 (1,9%)
Homogénea 11 (17,5%) 6 (11,1%)
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5

o

Figura 5 — Expressdo das proteinas BubR1 e Mad2 na mucosa oral normal. As
proteinas BubR1 e Mad2 foram detetadas por imunohistoguimica através dos anticorpos
monoclonais ratinho anti-BubR1 e ratinho anti-Mad2 e o contraste realizado com
hematoxilina. (A) Marcagéo citoplasmatica da proteina BubR1, 10x. (B) Marcag&o nuclear
da proteina Mad2, 10x. A escala (20 um) é indicada no canto inferior esquerdo de cada
imagem.
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Figura 6 — Expressdo das proteinas Bubrl e Mad2 no OSCC. As proteinas BubR1 e Mad2
foram detetadas por imunohistoquimica através dos anticorpos monoclonais ratinho anti-BubR1 e
ratinho anti-Mad2 e o contraste realizado com hematoxilina. (A) Marcagéo citoplasmatica da
proteina BubR1 com intensidade forte e distribuicdo periférica no OSCC, 10x. (B) Marcacao
citoplasmatica e nuclear da proteina Mad2 com intensidade forte e distribuigdo periférica no
OSCC, 10x. A escala (20um) é indicada no canto inferior esquerdo de cada imagem.
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2.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BUB3

Relativamente a proteina Bub3 e aquando da visualizagdo das laminas ao
microscépio verificou-se a existéncia de marcagdo nuclear, de intensidade moderada,
praticamente em todas as células tumorais e no tecido adjacente (Figura 7B). Esta
observacdo, numa primeira analise, sugeriu uma possivel inespecificidade do anticorpo
utilizado e/ou caréncia de otimizacdo das condicdes ideias. Desta forma, foram testadas
diferentes recuperagfes antigénicas assim como varias diluicdes do anticorpo primario
(ver material e métodos). Curiosamente, em todas as condi¢cdes testadas, ndo se
observou nenhuma alteracdo no padrdo de marcacdo inicial, persistindo esta em
praticamente todas as células. Assim, a analise relativa ao parametro extensdo mostrou-
se inexequivel, ndo sendo possivel fazer distingdo entre os casos assim como destes
relativamente ao tecido normal da mucosa oral (Figura 7A). A luz do conhecimento atual
ndo existe nenhum estudo acerca da expressdo da proteina Bub3 em tecidos
histolégicos, com recurso a imunohistoquimica, no OSCC ou mesmo noutro tipo de
tumor. Assim, na auséncia de suporte bibliografico que sustentasse os resultados obtidos
e na impossibilidade de realizar um estudo estatistico, que estabelecesse uma correlacao
entre a expressao da proteina Bub3 e o OSCC, considerou-se adequado ndo avancar

com esta abordagem.

Figura 7 — Expresséao da proteina Bub3 na mucosa oral normal e no OSCC. A proteina Bub3
foi detetada por imunohistoquimica com o anticorpo monoclonal ratinho anti-Bub3 e o contraste
realizado com hematoxilina. Marcagéo nuclear da proteina na totalidade das células da mucosa
oral normal (A), células tumorais (B) e na maioria das células constituintes do tecido adjacente
com uma intensidade moderada, 10x. A escala (20um) é indicada no canto inferior esquerdo da
figura.
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2.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA KI-67

Adicionalmente as proteinas envolvidas no checkpoint mitético, estudamos a
expressao da proteina Ki-67 nos casos de OSCC disponiveis para andlise. Esta € uma
proteina nuclear expressa em todas as fases do ciclo celular com a excec¢éo da fase GO
(van Diest et al., 1998), caracterizada por ser um estadio de quiescéncia. A expressao da
proteina € variavel, sendo maxima nas fases G2 e mitose seguida de rapida degradacao
apos a conclusao da divisao celular (Li et al., 1995). Esta caracteristica diferencial torna a
expressao da proteina Ki-67 um excelente indicador da proliferacédo celular (Carlos de
Vicente et al., 2002).

Neste sentido, realizamos o estudo imunohistoquimico da expressédo desta
proteina nos casos de OSCC disponiveis (n=62) para avaliar a sua capacidade
proliferativa, de acordo com os critérios estabelecidos (ver material e métodos). A
expressao nuclear da proteina Ki-67 foi detetada em todos os casos de OSCC,
apresentando 50% (n=31) uma marcagdo compreendida entre 0-49% e os restantes
casos uma marcacao entre 50-100% das células tumorais, sendo de acordo com esta

expressao classificados como pouco (Figura 8 A) ou muito proliferativos (Figura 8 B),
respetivamente.
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Figura 8 — Expressao da proteina Ki-67 no OSCC. A proteina Ki-67 foi detetada por
imunohistoquimica com o anticorpo ratinho anti-Ki-67 e o contraste realizado com hematoxilina.
Expresséo nuclear da proteina Ki-67 em menos de 50% (A) e mais de 50% das células tumorais
(B),400x.

Apoés avaliacdo e caracterizagdo da expressdo das proteinas do checkpoint
mitotico em analise e adicionalmente da proteina Ki-67, por motivos de representacéo

estatistica e tendo em conta a extensdo da marcacao obtida, a expressédo das proteinas
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BubR1 e Mad2 foi categorizada da seguinte forma: extensdo de marcagdo <74%, nos
casos de OSCC com uma percentagem de células marcadas compreendida entre 0 e
74%, e 275%, entre 75 e 100% de células positivamente marcadas. Pelas mesmas
razdes, a intensidade avaliada em ambas as proteinas foi agrupada em leve/moderada e

forte.

3. RELACAO DAS PROTEINAS BUBRT E MAD2 NO OSCC

No mecanismo molecular de ag¢édo do checkpoint mitético as proteinas Mad2 e
BubR1, na presenca de cinetocoros livres, formam em conjunto com a proteina Bub3 o
complexo do checkpoint mitético (McCurdy et al., 2008). Este é responsavel pela inibi¢cdo
da proteina Cdc20 e por consequéncia do complexo promotor da anafase, ndo permitindo
assim a separacdo das cromatidas irmas (Kramer et al., 1978; Sudakin et al., 2001).
Assim, e tendo em conta a relacdo de funcionalidade entre as proteinas BubR1 e Mad2
no mecanismo de controlo da mitose, o grupo estudou em que medida existia também

uma relacdo na expressao destas duas proteinas por imunohistoquimica no OSCC.

Dos 52 casos disponiveis para avaliar uma associacao entre a expressdo das
duas proteinas BubR1 e Mad2, verificou-se apenas significancia estatistica relativamente
a intensidade da marcacédo de ambas as proteinas. Desta forma, dos 26 casos de OSCC
gue apresentaram uma intensidade forte da proteina BubR1, 66,7% (n=14) exibiram
também a mesma intensidade de marcacdo para a proteina Mad2 (p=0,048). Esta
associacdo nao se mostrou significativa num estudo semelhante realizado no carcinoma
das glandulas salivares (Hannisdal et al., 2010). Recentemente, num trabalho de
avaliacdo da expressao das proteinas BubR1 e Mad2 no cancro do ovario, foi reportada a
associacdo entre a expressdo destas proteinas e em particular relativamente a
intensidade de marcacéo de ambas (McGrogan et al., 2014), em semelhanca ao por nés

constatado.

4. AS PROTEINAS BUBR1 E MAD2 E A SUA CORRELACAO COM O MARCADOR DE
PROLIFERACAO KI-67

A extensdo e a intensidade da marcagdo das proteinas BubR1l e Mad2
apresentaram uma associacao significativa com a expressao do marcador Ki-67. Assim, e
relativamente a proteina BubR1 0s casos em que se registou uma intensidade forte
apresentaram também uma maior expressao (= 50% de células marcadas) da proteina
Ki-67 (p=0,002), assim como os casos com extensdo da marcagado da proteina BubR1 =

75% apresentaram uma maior expressdo da proteina Ki-67 (p=0,001). Por outro, a

36|Pagina



[V. RESULTADOS E DISCUSSAO

mesma associacdo com a expressdo do marcador Ki-67 foi observada relativamente a

intensidade (p=0,035) e extenséo da marcacgéo da proteina Mad2 (p=0.005).

Relativamente ao OSCC apenas existe um estudo que analisou a relacéo entre a
expressdo da proteina BubR1 e o index de marcacdo da proteina Ki-67, mas nao foi
observada uma associacao significativa entre a expressédo das duas proteinas (Rizzardi
et al., 2011). Contrariamente, esta associacdo foi ja descrita noutros tipos de cancro
(Grabsch et al., 2003; McGrogan et al., 2014; Yamamoto et al., 2007). A proteina BubR1
apresenta a sua expressdo maxima nas fases G2 e Mitose (Davenport et al., 1999), em
semelhanca ao que acontece com a proteina Ki-67 (Li et al., 1995). Esta evidéncia pode,
em parte, explicar que o aumento da expressdo da BubR1 seja observada nas células
mitoticas anormais e ainda uma possivel razdo pela qual estad associada com o aumento

da proliferacéo celular indicada pelo index do ki-67 (Yamamoto et al., 2007).

De acordo com o0 nosso conhecimento, ndo existe até ao momento nenhum
trabalho que aborde a associacdo entre as proteinas Mad2 e Ki-67 em amostras de
OSCC. Nao obstante, esta associacao ja foi descrita em amostras histolégicas de outros
tipos de tumor (Burum-Auensen et al, 2007; McGrogan et al., 2014).0s nossos
resultados demostram, de igual forma, a existéncia de uma associa¢ao significativa entre
a intensidade e extensdo da marcacéo da proteina Mad2 e a expressao do marcador de

proliferacéo Ki-67.

Estes resultados sugerem que as proteinas BubR1 e Mad2 parecem estar
associadas com a proliferacdo e progressdo do OSCC, o que é concordante com a

hipétese de estarem envolvidas no processo de carcinogénese.

5. EXPRESSAO DAS PROTEINAS BUBRT1E MAD2 E A SUA CORRELACAO COM AS
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS NO OSCC

Na tentativa de explorar o significado clinico-patolégico da expressdo das
proteinas BubR1 e Mad2 foi realizada uma analise de possivel associacdo, recorrendo ao
teste Chi-square. Para tal avaliou-se a relagdo entre extensédo e intensidade da marcagéo
com as caracteristicas clinico-patolégicas, nomeadamente género, idade, habitos,
localizagdo e tamanho do tumor, N status, estadio, modalidade terapéutica, grau do

tumor, margens, permeacgéo perineural e invaséo linfatica (Tabela 5 e 6).

~

Relativamente a extensdo da marcacdo das proteinas BubR1 e Mad2, nédo se
verificou associacdo significativa (p=0,05) com as diferentes caracteristicas clinico-

patologicas em analise (Tabela 5 e 6). Por outro lado, a intensidade da marcacdo da
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proteina BubR1 mostrou estar associada ao tamanho (p=0,040) e estadio (p=0,011) do
tumor, sugerindo que os casos com estadios mais avancados (Ill e IV) e de maior
dimensdo (T4) apresentam uma intensidade mais forte da marcacdo da proteina,
relativamente aos casos de estadio e dimensdo menores (Tabela 5). Estes resultados
indiciam que, de alguma forma, a alteracdo da expressdo da proteina BubR1 esta
envolvida no processo de carcinogénese, nomeadamente no crescimento e progressao
deste tipo de tumores. Um outro estudo mostrou uma associacdo significativa entre a
expressao da proteina BubR1, avaliada pela percentagem de células marcadas, com o
estadio do OSCC, mas neste caso a maior percentagem de células marcadas foi
observada nos tumores com estadio menos avangados (Rizzardi et al., 2011).
Contrariamente, no carcinoma da bexiga e hepético, o aumento da expressao da proteina
BubR1 apresentou uma associacao significativa com os estadios mais avangados, assim

como com a dimenséo dos tumores (Liu et al., 2009; Yamamoto et al., 2007).

No que diz respeito a marcacdo da proteina Mad2, a intensidade apenas
apresentou uma associacao significativa com a idade média dos pacientes (p=0,016),
mostrando os tumores, dos pacientes com idade inferior a 62 anos, uma intensidade forte
relativamente ao outro grupo etario em analise (Tabela 6). Até ao momento ndo existem
outros estudos sobre a expressédo da proteina Mad2 no OSCC, no entanto noutros tipos
de tumor o nivel aumentado de expressdo desta proteina encontra-se, muitas vezes,
associado com a dimensédo e grau de diferenciacdo do tumor, sugerindo esta alteracéo
como um fator significativo na progressao tumoral (Kato et al., 2011; Wang et al., 2009).
No nosso estudo, a intensidade da marcacdo da proteina Mad2 ndo apresentou
associacdo com a dimenséo ou estadio, contrariamente ao observado para a proteina
BubR1, nem como grau de diferenciacdo ou o N status. Uma das hipbteses por nés
colocada para a inexisténcia de associacdo entre estes parametros e a expressao da
proteina Mad2, como evidenciado noutros tipos de tumor, pode dever-se fato de existir

um menor nimero de casos disponiveis para analise (n=54).
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Tabela 5 — Associagdo entre os parametros de extensdo e intensidade da expressao da proteina
BubR1 e as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com OSCC.

Fator

Total de casos
Género
Feminino
Masculino
Idade
<62 anos
262 anos
Héabitos?
Sem habitos
Alcool
Tabaco
Alcool e tabaco
Localizagao
Labio
Pavimento da boca
Lingua
Mucosa jugal
Retromolar
Palato duro
Gengiva
Tamanho tumor
T1
T2
T3
T4
N status
NO
N1
N2
N3
Estadio
I
I
11
\Y)
Tratamento
CG
CGeRT
QT e outros
Tratamento suporte
Grau tumor
G1
G2
G3
Margem”
Sem tumor
Préximas
Com tumor
Permeacédo perineural
Auséncia
Presenca
Invaséo linfatica
Auséncia
Presenca

N (%)

<74%
N(%)

63(100%) | 51(81,0%)

17(27,0%)
46(73,0%)

30(47,6%)
33(52,4%)

13(23,2%)
4(7,1%)
10(17,9%)
29(51,8%)

6(9,5%)
7(11,1%)
24(38,1%)
3(4,8%)
11(17,5%)
6(9,5%)
6(9,5%)

18(28,6%)
29(46,0%)
2(3,2%)
14(22,2%)

38(60,3%)

10(15,9%)

14(22,2%)
1(1,6%)

13(20,6%)
21(33,3%)
9(14,3%)
20(31,7%)

29(46,6%)

18(28,6%)

11(17,5%)
5(7,9%)

39(61,9%)
22(34,9%)
2(3,2%)

27(55,1%)
13(26,5%)
9(18,4%)

56(88,9%)
7(11,1%)

59(93,7%)
4 (6,3%)

13(76,5%)
38(82,6%)

23(76,7%)
28(84,8%)

10(76,9%)
3(75,0%)
7(70,0%)

24(82,8%)

6(100%)

6(85,7%)
15(62,5%)
3(100%)
10(90,9%)
6(100%)

5(83,3%)

14(77,8%)
25(86,2%)
2(100%)
10(71,4%)

33(86,8%)
7(70,0%)

11(78,6%)
0(0,0%)

12(92,3%)
19(90,5%)
6(66,7%)
14(70,0%)

24(82,8%)
14(77,8%)
10(90,9%)
3(60,0%)

35(89,7%)
15(68,2%)
1(50,0%)

22(81,5%)
11(84,6%)
9(100%)

45(80,4%)
6(11,8%)

48(81,4%)
3(75,0%)

Extensao

275%
N(%)

12(19,0%)

4(23,5%)
8(17,4%)

7(23,3%)
5(15,2%)

3(23,1%)
1(25,0%)
3(30,0%)
5(17,2%)

0(0,0%)
1(14,3%)
9(37,5%)

0(0,0%)

1(9,1%)

0(0,0%)
1(16,7%)

4(22,2%)
4(13,8%)
0(0,0%)
4(28,6%)

5(13,2%)
3(30,0%)
3(21,4%)
1(100%)

1(7,7%)
2(9,5%)
3(33,3%)
6(30,0%)

5(17,2%)
4(22,2%)
1(9,1%)
2(40,0%)

4(10,3%)
7(31,8%)
1(50,0%)

5(18,5%)
2(15,4%)
0(0,0%)

11(19,6%)
1(8,3%)

11(18,6%)
1(25,0%)

Valor Leve/moderado

C

p

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

BubR1

Intensidade

N(%)
33(52,4%)

11(64,7%)
22(47,8%)

14(46,7%)
19(57,6%)

10(76,9%)
3(75,0%)
2(20,0%)

14(48,3%)

5(83,3%)
2(28,6%)
12(50,0%)
3(100%)
5(45,5%)
5(83,3%)
1(16,7%)

13(72,2%)
16(55,2%)
1(50,0%)
3(21,4%)

25(65,8%)
4(40,0%)
4(28,6%)

0(0,0%)

10(76,9%)
14(66,7%)
4(44,4%)
5(25,0%)

20(69,0%)
8(44,4%)
4(36,4%)
1(20,0%)

26(66,7%)
7(31,8%)
0(0,0%)

14(51,9%)
8(61,5%)
6(66,7%)

30(53,6%)
3(42,9%)

32(54,2%)
1(25,0%)

Forte
N(%)

30(47,6%)

6 (35,3%)
24(52,2%)

16(53,3%)
14(42,4%)

3(23,1%)
1(25,0%)
8(80,0%)
15(51,7%)

1(16,7%)
5(71,4%)
12(50,0%)
0(0,0%)
6(54,5%)
1(16,7%)
5(83,3%)

5(27,8%)
13(44,8%)
1(50,0%)
11(78,6%)

13(34,2%)
6(60,0%)
10(71,4%)
1(100%)

3(23,1%)
7(33,3%)
5(55,6%)
15(75,0%)

9(31,0%)
10(55,6%
7(63,6%)
4(80,0%)

13(33,3%)
15(68,2%)
2(100%)

13(48,1%)
5(38,5%)
3(33,3%)

26(46,4%)
4(57,1%)

27(45,8%)
3(75,0%)

Valor
C

p

NS

NS

NS

NS

0,040

NS

0,011

NS

NS

P4

S

NS

CG, cirurgia; RT, radioterapia; QT, quimioterapia; NS, estatisticamente néo significativo. * Ndo avaliavel em 7
casos; ® N&o avaliavel em 14 casos;” Chi-square test.
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Tabela 6 — Associagdo entre os parametros de extensdo e intensidade da expressao da proteina
Mad2 e as caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes com OSCC.

Fator

Total de casos
Género
Feminino
Masculino
Idade
<62 anos
262 anos
Héabitos?
Sem habitos
Alcool
Tabaco
Alcool + tabaco
Localizagao
Labio
Pavimento da boca
Lingua
Mucosa jugal
Retromolar
Palato duro
Gengiva
Tamanho tumor
T1
T2
T3
T4
N status
NO
N1
N2
N3
Estadio
I
I
11
\Y)
Tratamento
CG
CG+RT
QT e outros
Suporte
Grau tumor
G1
G2
G3
Margem”
Sem tumor
Préximas
Com tumor
Permeacédo perineural
auséncia
presenca
Invaséo linfatica
auséncia
presenca

N (%)

54(100%)

14(25,9%)
40(74,1%)

25(46,3%)
29(53,7%)

12(24,5%)
5(10,2%)
9(18,4%)

23(46,9%)

6(11,1%)
6(11,1%)
19(35,2%)
3(5,6%)
7(13,0%)
8(14,8%)
5(9,3%)

14(25,9%)
24(44,4%)
2(3,7%)
14(25,9%)

32(59,3%)
9(16,7%)
11(20,4%)
2(3,7%)

10(18,5%)
18(33,3%)
8 (14,8%)
18(33,3%)

23(42,6%)

16(29,6%)

11(20,4%)
4(7,4%)

31(57,4%)
20(37,0%)
3(5,6%)

24(57,1%)
10(23,8%)
8(19,0%)

47(87,0%)
7(13,0%)

51(94,4%)
3 (5,6%)

Extensao
<74% 275%
N(%) N(%)
36(66,7%) 18 (33,3%)
8(57,1%)  6(42,9%)
28(70,0%) 12(30,0%)
17(68,0%) 8(32,0%)
19(65,5%) 10(34,5%)
7(58,3%) 5(41,7%)
1(20,0%) 4(80,0%)
6(66,7%) 3(33,3%)
17(73,9%) 6(26,1%)
3(50,0%) 3(50,%)
5(83,3%) 1(16,7%)
14(73,7%) 5(26,3%)
1(33,3%) 2(66.7%)
5(71,4%) 2(28,6%)
5(62,5%) 3(37,5%)
3(60,0%) 2(40,0%)
11(78,6%)  3(21,4%)
17(70,8%)  7(29,2%)
1(50,0%) 1(50,0%)
7(50,0%) 7(50,0%)
22(68,8%) 10(31,3%)
8(88,9%) 1(11,1%)
6(54,5%) 5(45,5%)
0(0,0%) 2(100%)
8(80,0%) 2(20,0%)
13(72,2%) 5(27,8%)
6(75,0%) 2(25,0%)
9(50,0%) 9(50,0%)
19(82,6%) 4(17,4%)
9(56,3%) 7(43,8%)
5(45,5%) 6(54,5%)
3(75,0%) 1(25,5%)
22(71,0%) 9(29,0%)
14(70,0%) 6(30,0%)
0(0,0%) 3(100%)
16(66,7%) 8(33,3%)
8(80,0%) 2(20,0%)
6(75,0%) 2(25,0%)
30(63,8%) 17(36,2%)
6(85,7%) 1(14,3%)
33(64,7%) 18(35,3%)
3(8,3%) 0(0,0%)

Mad?2
Intensidade
Valor Leve/moderado Forte
p° N(%) N(%)
31(57,4%)  23(42,6%)
NS 9(64,3%) 5(35,7%)
22(55,0%) 18(45,0%)
NS 10(40,0%) 15(60,0%)
21(72,4%) 8(27,6%)
8(66,7%) 4(33,3%)
NS 4(80,0%) 1(20,0%)
5(55,6%) 4(44,4%)
11(47,8%) 12(52,2%)
4(66,7%) 2(33,3%)
3(50,0%) 3(50,0%)
10(52,6%) 9(47,9%)
NS 2(66,7%) 1(33,3%)
4(57,1%) 3(42,9%)
4(50,0%) 4(50,0%)
4(80,0%) 1(20,0%)
9(64,3%) 5(35,7%)
NS 17(70,8%) 7(29,2%)
1(50,0%) 1(50,0%)
4(28,6%) 10(71,4%)
21(65,6%) 11(34,4%)
NS 5(55,6%) 4(44,4%)
5(45,5%) 6(54,5%)
0(0,0%) 2(100%)
7(70,0%) 3(30,0%)
NS 13(72,2%) 5(27,8%)
5(62,5%) 3(37,5%)
6(33,3%) 12(66,7%)
16(69,6%) 7(30,4%)
NS 11(68,8%) 5(31,3%)
1(9,1%) 10(90,9%)
3(75,0%) 1(25,0%)
19(61,3%) 12(38,7%)
NS 11(55,0%) 9(45,0%)
1(33,3%) 2(66,7%)
14(58,3%)  10(41,7%)
NS 6(60,0%) 4(40,0%)
6(75,0%) 2(25,0%)
NS 27(57,4%) 20(42,6%)
4(57,1%) 3(42,9%)
NS 31(60,8%) 20(39,2%)
0(0,0%) 3(13,0%)

CG, cirurgia; RT, radioterapia; QT, quimioterapia; RQT, radioquimioterapia; NS, estatisticamente ndo
significativo.? N&o avaliavel em 5 casos.” Ndo avaliavel em 12 casos.® Chi-square test.

Valor
C

p

NS

0,016

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

40| Pagina



[V. RESULTADOS E DISCUSSAO

6. EXPRESSAO DAS PROTEINAS BUBR1 E MAD2 E O VALOR PROGNOSTICO NO
OSCC

No sentido de conhecer o significado clinico da expressao das proteinas BubR1 e
Mad2, estudamos a sua correlacdo e das restantes caracteristicas clinico-patolégicas,
com a Cancer-Specific Survival (CSS) ou Recurrence-Free Survival (RFS), de forma a
verificar o seu potencial como marcadores de prognéstico no OSCC.

No periodo total de follow-up dos pacientes em estudo, 58,5% (n=38)
permaneceram vivos sem OSCC e 41,5% (n=27) morreram em consequéncia do tumor.
O periodo médio de follow-up, para todos os pacientes, foi de 37,13+29,41 meses
(minimo 1 e maximo 125 meses), sendo a CSS a 3 anos dos pacientes com OSCC de
61,0% e a RFS de 49,9%.

Para estudar a influéncia das variaveis clinico-patologicas e a expressdo das
proteinas BubR1 e Mad2, na sobrevida dos pacientes com OSCC foi realizada uma
analise univariada usando o método Kaplan-Meier e o teste log-rank. Nesta analise as
variaveis idade média (p=0,018), tamanho do tumor (p<0,001), N status (p<0,001),
estadio (p<0,001), modalidade terapéutica (p<0,001) e a expressao da proteina BubR1,
avaliada pela extensdo (p=0,026) e intensidade (p<0,001) mostraram associacao

estatisticamente significativa com a CSS (Tabela 7, Figura 9 e 10).

Os pacientes com idade média =62 apresentaram uma maior sobrevivéncia aos 3
anos de follow-up. Por outro lado, os pacientes com tumores de dimenséo T4 e estadio Il
e |V apresentaram uma menor sobrevivéncia relativamente aos pacientes com tumores
de menor dimensdo e de estadios menos avancados, respetivamente, assim como
reportado por outros autores (Gonzalez-Moles et al., 2002; Lo et al., 2003; Munoz Guerra
et al.,, 2003). Na interpretacdo dos resultados relativos as caracteristicas clinico-
patolégicas N status e modalidade terapéutica deve ser considerado o fato da amostra
ser maioritariamente constituida por casos que nao apresentam metastases ganglionares
(NO) ou que o tratamento efetuado foi a cirurgia, o que pode, de certa forma, influenciar a
associagdo e conclusdes a retirar sobre a CSS. Nao obstante, no que diz respeito a
modalidade terapéutica foram os pacientes sujeitos apenas a tratamento de suporte que
apresentaram uma menor sobrevivéncia. Relativamente as metastases ganglionares os
pacientes com N1 e N2 apresentaram uma menor CSS. Na literatura, a existéncia de
nodulos linfaticos metastisados é considerado um fator de progndéstico importante e esta

associado a uma menor sobrevida dos pacientes com 0 OSCC (Massano et al., 2006).
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Tendo em conta expressdo da proteina BubR1, os pacientes com OSCC que
evidenciaram uma extensdo de marcacédo 275% apresentaram uma menor sobrevivéncia,
sendo que aos 3 anos de acompanhamento clinico apenas 41,7% dos individuos se
encontravam vivos (Tabela 7 e Figura 9). Da mesma forma, os pacientes com tumores
gue evidenciaram uma intensidade forte da marcagcédo da proteina BubR1 apresentaram
uma menor sobrevivéncia, permanecendo vivos apenas (40,1%) dos pacientes (Tabela 7
e Figura 10). Estes resultados séo similares aos ja descritos no OSCC (Lira et al., 2010).
Um outro estudo indicia que a sobreexpressao da proteina BubR1 esta associada a um
periodo mais longo de sobrevivéncia, mas ndo apresentou significAncia estatistica
(Rizzardi et al., 2011). Noutros tipos de tumor a expressdo aumentada da proteina BubR1
encontra-se associada a uma menor CSS (Hannisdal et al., 2010; Liu et al., 2009).

No nosso estudo a expressao da proteina Mad2 ndo mostrou qualquer associacao
significativa com a CSS, mesmo considerando a intensidade e extensdo da marcagéo.
Apesar de nao existir nenhum estudo sobre a expressdo imunohistoquimica desta
proteina no OSCC, noutros tipos de cancro a sua sobreexpressao tem vido a ser
associada a curta sobrevida dos pacientes (Kato et al., 2011; Yu et al., 2010; Zhang et al.,
2008).

Assim como demonstrado na tabela 7, observamos uma associacao significativa
apenas entre a RFS e o género (p=0,005), N staus (p=0,004) e modalidade terapéutica
(p=0,012). Desta forma, existiu uma maior percentagem de pacientes vivos e sem
recidiva no sexo masculino (54,8%) do que do sexo feminino (33,3%). No entanto é
necessario ter em conta que esta diferenca pode dever-se a uma amostra
maioritariamente constituida por homens, género em que é mais frequente a ocorréncia
deste tipo de tumor (Ferlay et al., 2010b) . Relativamente ao N status, foi registada uma
maior sobrevivéncia sem recidiva da doenca nos pacientes que apresentaram N3, nos
guais ndo se registou nenhum evento (recidiva). A modalidade terapéutica que
apresentou uma pior sobrevida dos pacientes foi a quimioterapia e outros, evidenciando a

cirurgia de remocg&o do tumor uma melhor sobrevida associada.

Relativamente a expressdo das proteinas do checkpoint em estudo néo foi
demostrada qualquer associagdo com a RFS (p>0,05). Um outro estudo, desenvolvido
em amostras histologicas de OSCC, e em semelhanga aos nossos resultados, ndo
apresentou uma associacdo significativa da expressdo da proteina BubR1 com a
sobrevivéncia dos pacientes sem recidiva em andlise (Rizzardi et al., 2011). No cancro do
ovario, a expressao positiva da proteina BubR1 foi considerada como um marcador de

prognostico para a RFS, evidenciando uma menor sobrevivéncia dos pacientes,
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relativamente aos pacientes cujos tumores apresentaram uma marcacao negativa (Lee et
al., 2009). Também no carcinoma do ovario, mas neste caso relativamente a expressao
da proteina Mad2, foi evidenciada uma associacdo entre a intensidade da sua marcacao
e uma menor RFS (McGrogan et al., 2014).

Tabela 7 — Analise univariada da cancer-specific survival (CSS) e recurrence-free survival (RFS) a
3 anos, de acordo com as caracteristicas clinico-patolégicas e a expressdo da BubR1 e Mad2 no
OScCC.

ey N Morte CSS* Valorp® N°  Recorréncia RFS®  Valor p°

Género

Feminino 18 8 60,6 NS 15 11 33,3 0.005

Masculino 47 19 61,2 40 16 54,8 ’
Idade

<62 anos 32 18 42,1 24 14 34,2

>62 anos 33| 9 788 0018 | 3 13 59.9 NS
Héabitos?

Sem habitos 14 6 56,3 12 8 33,3

Alcool 5 1 100 5 1 80,0

Tabaco 10 3 70,0 NS 9 3 66,7 NS

Alcool + tabaco 29 16 46,6 23 13 31,0
Localizagao

Labio 6 1 83,3 6 1 83,3

Pavimento da boca 7 4 71,4 7 6 14,3

Lingua 24 9 66,7 20 8 65,0

Mucosa jugal 3 0 100 NS 3 1 66,7 NS

Retromolar 11 6 31,2 8 4 37,5

Palato duro 8 3 60,0 7 4 42,9

Gengiva 6 4 33,3 4 3 25,0
Tamanho tumor

T1 18 3 88,5 18 8 60,0

T2 29 10 67,9 28 13 45,1

T3 2 1 500 0001 1 0 100 NS

T4 16 13 15,6 8 6 25,0
N status

NO 38 9 81,6 35 13 63,5

N1 11 6 23,9 9 6 20,8

N2 14 11 21,4 <0,001 10 8 30,0 0,004

N3 2 1 50,0 1 0 100
Estadio

I 13 1 90,9 13 5 68,4

Il 21 6 76,2 20 8 57,8

1 9 4 a5 <0001 1 g 4 40,0 NS

v 22 16 26,9 14 10 23,8
Tratamento

CG 29 4 93,1 29 9 70,4

CGeRT 18 9 52,5 <0,001 18 13 23,8 0012

QT e outros 13 9 23,9 8 5 33,3 ’

Suporte 5 5 0,0 - - -
Grau tumor

G1 39 12 69,3 34 15 55,6

G2 23 13 46,2 NS 18 10 41,7 NS

G3 3 2 66,7 3 2 33,3
Margem®

Sem tumor 28 8 81,0 26 8 67,9

Proximas 13 5 59,3 NS 13 8 35,9 NS

Com tumor 10 5 43,8 9 6 22,2
Invasao perineural NS

Auséncia 58 23 63,1 NS 48 22 52,2
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Presenca 7
Invasao linfatica

Auséncia 61

Presenca 4
BubR1°®

<74% 51

275% 12

Leve/moderado 33

Forte 30
Mad?2'

<74% 36

275% 18

Leve/moderado 31

Forte 23

15
9
12
12

42,9

60,3
75,0

65,6
41,7
81,6
40,1

60,0
61,1
66,4
51,4

7 5 28,6
51 26 47,9

NS 4 1 75,0 NS
0,026 45 22 48,4

9 5 44.4 NS
32 14 59,4

<0,001 | o5 13 32,7 NS
30 16 48,4

NS 15 7 50,0 NS
27 13 49,7

NS 18 10 471 NS

CG, cirurgia; RT, radioterapia; QT, quimioterapia; NS, estatisticamente n&do significativo;® Percentagem de
casos sem o evento até aos 3 anos de follow-up (Kaplan-Meier estimativa da probabilidade de sobrevivéncia);
b Log-rank test; ¢ Pacientes com persisténcia da doenca foram excluidos;® Informacéo nao disponivel para

todos os pacientes; ® n=63; "n=54.
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Figura 9 — Curva de Kaplan-Meier de acordo com a extenséao
da marcacado da proteina BubR1. A extensdo da marcacéo da
proteina BubR1 =75% apresentou uma menor Cancer-specific
survival dos pacientes com OSCC.
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Figura 10 — Curva de Kaplan-Meier de acordo com a intensidade da
marcacao da proteina BubR1. A intensidade forte da marcacdo da proteina
BubR1 apresentou uma menor Cancer-specific survival dos pacientes com
OScCcC.

As variaveis que obtiveram valor significativo na analise univariada foram incluidas
numa analise multivariada pelo método de Cox regression de forma a avaliar o seu valor
de progndstico independente. Desta forma, foi encontrado um valor de prondstico
independente para as variaveis modalidade terapéutica, N status e intensidade da
marcacao da proteina BubR1, relativamente a CSS (Tabela 8). De acordo com a analise
multivariada relativamente a RFS apenas o género dos pacientes evidenciou significado
estatistico independente na sobrevivéncia livre de recidiva (Tabela 9). No entanto, nesta
interpretacdo deve ser considerado o fato da amostra ser constituida maioritariamente
por pacientes do sexo masculino o que pode, de alguma forma, influenciar esta

observacéo.

Os resultados obtidos, na analise multivariada, sugerem que a intensidade da
proteina BubR1 pode ser considerada um fator independente de progndstico. Assim, 0s
casos de OSCC que apresentaram uma intensidade forte (HR 2,903, IC 95% 1,109-
7,600, p=0,030) mostraram uma menor sobrevida dos pacientes, e portanto um pior

prognostico com um HR associado de 2,903. O unico estudo, no OSCC, que demonstrou
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uma menor sobrevivéncia dos pacientes, nos casos em que existia uma sobreexpressao
da proteina BubR1, ndo o evidenciou de forma independente (Lira et al., 2010). Desta
forma, o nosso trabalho, segundo 0 nosso conhecimento, € o primeiro a avangar que a
intensidade da marcacdo da proteina BubR1 tem um valor independente como
prognostico, relativo a sobrevivéncia dos pacientes com OSCC.

No que diz respeito & proteina do checkpoint mitético Mad2, ndo se verificou tanto
na andlise univariada, como multivariada, um valor significativo da sua expressao
relativamente ao prognostico dos pacientes. Nao obstante, como referenciado
previamente, o menor niumero de casos avaliados para esta poteina podera ser uma

limitacado relativa a esta analise.

Tabela 8 — Andlise multivariada da Cancer-specific survival nas variaveis, com efeito independente
significativo, relativamente a idade média, modalidade terapéutica, estadio, T status, N status e
intensidade de BubR1 no OSCC.

Variaveis® Valor p HR IC 95%
Idade média 0,953 1,031 0,378-2,814
Modalidade terapéutica 0,001 3,125 1,636-5,969
Estadio 0,213 0,560 0,225-1,395
T status 0.178 1.468 0,839-2,570
N status 0,014 2,955 1,246-7,006
Intensidade BubR1 0,030 2,903 1,109-7,600

HR, Hazard ratio; IC, intervalo de confianga para o HR.

# Variaveis incluidas na analise multivariada Cox regression: idade média,<62
anos vs 262 anos (referéncia categdrica); modalidade terapéutica (variavel
ordinal); estadio (variavel ordinal); T status (vaiavel ordinal); N status (variavel
ordinal); e intensidade Bubrl, leve/moderada vs forte (referéncia categorica).

Tabela 9 - Analise multivariada da Reccurence-free survival das varidveis, com efeito
independente significativo, relativamente ao género, modalidade terapéutica e N status no OSCC.

Variaveis® Valor p HR 95% IC
Género°® 0,003 0,284 0,126-0,643
Modalidade terapéutica 0,088 1,657 0,928-2,958
N status' 0.235  1.324 0,833-2,103

HR, Hazard ratio; IC, intervalo de confianga para o HR.

& Variaveis incluidas na andlise multivariada Cox regression: género, feminino vs
masculino (referéncia categorica); modalidade terapéutica (variavel ordinal) e N
status (variavel ordinal.

46| Pagina



[V. RESULTADOS E DISCUSSAO

47 |Padgina



CAPIiTULO V.
CONCLUSOES




V. CONCLUSOES

A alteracdo do nivel de expressdo das proteinas, intervenientes no checkpoint
mitotico, tem vindo a ser reportada em varios tipos de cancro, e associada a um mau
prognostico. No entanto, muito pouco se sabe acerca da expressao das proteinas do
checkpoint mit6ético no carcinoma oral de células escamosas (OSCC). Nesse intuito, com
este trabalho, propusemo-nos estudar a expressao das proteinas BubR1, Mad2 e Bub3 e
associacdo com as caracteristicas clinico-patolégicas, de forma a avaliar o seu valor

como fator de prognéstico em pacientes com OSCC.

Os nossos resultados evidenciaram: (1) um nivel de expressdo aumentado das
proteinas BubR1 e Mad2 no OSCC, relativamente as amostras de tecido da mucosa oral
normal; (2) uma associacdo entre a expressdo das proteinas BubR1 e Mad2,
relativamente a intensidade da marcacao, nos casos em analise; (3) uma associacdo
significativa entre a expressao das proteinas BubR1 e Mad2 e o marcador de proliferacao
Ki-67; (4) a associacdo da intensidade da marcacao das proteinas BubR1 e Mad2 com a
dimensao e o estadio do tumor, e a idade média dos pacientes, respetivamente; e (5) um
valor independente de prognostico da intensidade da marcacdo da proteina BubR1,
relativa a sobrevivéncia dos pacientes com OSCC. N&o obstante, os resultados obtidos

nao permitiram caracterizar e analisar a expressao da proteina Bub3.

Em conclusdo, o nosso estudo demonstrou e caracterizou pela primeira vez a
expressao da proteina Mad2 no OSCC. A expressao desta proteina, assim como a da
BubR1, mostrou uma associacdo com a expressao do marcador Ki-67, 0 que sugere o
envolvimento destas proteinas do checkpoint mitético na proliferacdo e progressao do
OSCC.

A expressdo da proteina Mad2, na andlise univariada e multivariada, néo
evidenciou um valor significativo no progndstico dos pacientes. Por outro lado, os
resultados obtidos sugerem, pela primeira vez, a expressao da proteina BubR1, avaliada
pelo parametro intensidade, como um marcador independente de prognéstico da
sobrevida nos pacientes com OSCC. Este dado é relevante, uma vez que demonstra um
potencial valor da proteina BubR1 como marcador molecular, para identificar grupos de
alto risco no OSCC.
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VI. PERSPETIVAS FUTURAS

Tendo em conta os resultados obtidos e discutidos na presente dissertacdo, em
amostras histologicas de pacientes com OSCC, e abordagens anteriores realizadas pelo
grupo, o projeto foi direcionado para o estudo do valor das proteinas do checkpoint
mitotico como alvo terapéutico recorrendo a siRNAs (small interfering RNA) e moléculas
inibidoras. Os ensaios foram desenvolvidos numa linha humana derivada do carcinoma
escamoso da lingua — SCC25. Adicionalmente, e segundo a influéncia na viabilidade
celular causada pela deplec¢édo ou inibicdo das proteinas do checkpoint, iniciamos um
estudo para avaliar se existe um efeito sinérgico, quando combinados o uso destas
moléculas e o taxol — uma das drogas amplamente usadas no tratamento quimioterapico
de varios tipos de cancro. Estes resultados sao ainda preliminares e continuam a ser
explorados pelo grupo de trabalho, razéo pela qual ndo constam da presente dissertacéo.
Adicionalmente, este estudo funcional serd alargado a outro tipo de proteinas
intervenientes no controlo da mitose, tendo em conta a especificidade de funcdes que

exercem no mesmo.

Para além da continuidade desta abordagem cientifica, € nossa pretenséo alargar
o estudo imunohistoquimico do nivel de expressao a outras proteinas do checkpoint, e
adicionalmente em amostras histologicas de lesGes pré-neoplasicas da cavidade oral, no
sentido de conhecer qual a relacdo entre a sua expressao e 0 processo de carcinogénese
do OSCC. Ainda a este nivel, o grupo perspetiva retomar o estudo imunohistoquimico da

proteina Bub3 no OSCC, de forma a caracterizar a sua marcacao e nivel de expressao.
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