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RESUMO

Atualmente tém-se a necessidade da implementacdo de abordagens terapéuticas
especificas e individualizadas para os pacientes com carcinoma epiderméide (CE)
da cavidade bucal, e a constru¢cdo de painéis de biomarcadores de progressao
tumoral e prognéstico. Células neoplasicas apresentam certa autonomia quanto a
sua ativacdo, o que leva a superexpressao de ciclina D1 e reducédo do tempo de
duracéo da fase G1, levando ao aumento da proliferacao tumoral. Este trabalho teve
por objetivo analisar a expressédo da ciclina D1 em CE da cavidade bucal e sua
aplicabilidade como biomarcador de progressao tumoral e prognéstico. Realizou-se
um estudo analitico longitudinal com a inclusdo de amostras biologicas, dados
clinicos e de seguimento de 115 pacientes com CE da cavidade bucal. As laminas
histol6gicas confeccionadas e coradas pelo método de hematoxilina e eosina foram
analisadas quanto a gradacdo tumoral, padrdo de infiltrado linfocitario tumoral,
padrdo de invasdo tumoral, invasdo vascular, linfatica e perineural. Realizou-se a
validacdo das laminas de tissue microarray (TMA) e a analise da expressao nuclear
da ciclina D1 em células tumorais de CE da cavidade bucal (front e porcdo
mediana), displasia e epitélio adjacente ao tumor, por meio da avaliacdo da lamina
de TMA corada pela técnica de imunohistoquimica foi categorizada em alta (> 140) e
baixa (< 140). Para as associagbes entre as variaveis estudadas, o teste Qui-
Quadrado e Exato de Fisher foram utilizados, sendo considerados significantes
valores de p < 0.05. As curvas de sobrevida foram calculadas através do modelo de
Kaplan-Meier com indice de confianca igual a 95% ajustados pelo modelo de
Regressao multivariado de Cox, com p < 0, 2 (SG) e p < 0, 1 (SLD). Nossos
resultados mostraram correlacdo entre a alta contagem de TIL e as variaveis
tamanho do tumor primério T1/T2 (p = 0,001) e estadiamento inicial I/l (p = 0,005);
ja a menor contagem de TIL foi associada ao tabagismo (p = 0,026). O padréao de
invasdo tumoral do tipo IV mostrou associagcdo com tumores T3/T4 (p = 0,006) e
estadios 1l/IV (p = 0,028). A invasao perineural mostrou correlagdo com tumores
T1/T2 (p = 0,035). A superficie tumoral apresentou alta expressédo de ciclina D1 em
49% dos casos, porém nao foi observada significancia com as variaveis analisadas.

A reducdo da SG foi relacionada com o tamanho do tumor (p = 0,000) e o



acometimento linfonodal (p = 0,001), sendo confirmadas, pela analise multivariada (p
= 0,004; p = 0,066). A SLD exibiu associacdo com o habito etilista (p = 0,048), fato
comprovado pela analise multivariada (p = 0,078), em que individuos nao etilistas
recidivaram em menor tempo. Conclui-se com o estudo que a expressao da ciclina
D1 ndo mostrou ser um bom marcador de progressdo tumoral e prognostico. Uma
vez que, sua expressao esta mais associada ao inicio da tumorigénese, e a maior
ocorréncia de estadiamento clinico avancado, neste estudo, explicaria a falta de

correlacao entre a expressao da proteina com as caracteristicas clinico-patolégicas.

Palavras-Chave: Carcinoma epiderméide da cavidade bucal. Ciclina D1.
Imunohistoquimica.



ABSTRACT

Currently, it is necessary to implement specific and individualized therapeutic
approaches for patients with squamous cell carcinoma (EC) of the oral cavity, and
the construction of biomarkers panels of tumor progression and prognosis.
Neoplastic cells have a certain autonomy regarding their activation, which leads to
the overexpression of cyclin D1 and reduction of the duration time of the G1 phase,
leading to the increase of tumor proliferation. This work aimed to analyze the
expression of cyclin D1 in EC of the oral cavity and its applicability as a biomarker of
tumor progression and prognosis. A longitudinal analytical study was carried out with
the inclusion of biological samples, clinical data and follow-up of 115 patients with EC
of the oral cavity. The hematoxylin and eosin stained histological blades were
analyzed for tumor gradient, tumor lymphocyte infiltrate pattern, tumor invasion
pattern, vascular, lymphatic and perineural invasion. Validation of tissue microarray
slides (TMA) and analysis of nuclear expression of cyclin D1 in EC tumor cells of the
oral cavity (front and medial portion), dysplasia and epithelium adjacent to the tumor
were performed by assessing the lamina Of TMA stained by the
immunohistochemistry technique was categorized as high (> 140) and low (< 140).
For the associations between the studied variables, Fisher's Chi-Square and Exact
test were used, being considered significant values of p < 0.05. The survival curves
were calculated using the Kaplan-Meier model with a confidence index equal to 95%
adjusted by the Cox multivariate regression model, with p < 0, 2 (SG) and p < 0.1
(SLD). Our results showed a correlation between the high TIL count and the
variables T1 / T2 primary tumor size (p = 0.001) and initial staging | / Il (p = 0.005);
The lower TIL count was associated with smoking (p = 0.026). Tumor invasion
pattern of type IV showed association with T3 / T4 tumors (p = 0.006) and stages Il /
IV (p = 0.028). Perineural invasion showed correlation with T1 / T2 tumors (p =
0.035). The tumor surface showed high expression of cyclin D1 in 49% of the cases,
but no significance was observed with the variables analyzed. SG reduction was
related to tumor size (p = 0.000) and lymph node involvement (p = 0.001) and were
confirmed by multivariate analysis (p = 0.004, p = 0.066). The SLD showed

association with the alcoholic habit (p = 0.048), a fact evidenced by multivariate



analysis (p = 0.078), in which non-alcoholic individuals relapsed in a shorter time. It
was concluded from the study that the expression of cyclin D1 did not prove to be a
good marker of tumor progression and prognosis. Since its expression is more
associated with the onset of tumorigenesis, and the greater occurrence of advanced
clinical staging in this study would explain the lack of correlation between the

expression of the protein and the clinical-pathological characteristics.

Key Words: Squamous cell carcinoma of the oral cavity. Cyclin D1.
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

Nas ultimas décadas, a populacdo brasileira apresentou mudancas significativas
tanto na expectativa de vida como em seus habitos. O aumento e prolongamento da
exposicdo aos fatores de risco e seus consequentes efeitos, a partir do
desenvolvimento industrial e tecnoldgico, ampliou e ocasionou a elevacao do
namero de casos de doencgas cronico-degenerativas como o cancer, que tém se

destacado pelas crescentes taxas de morbimortalidade no pais (INCA, 2014).

No Brasil, estima-se para 2016 a ocorréncia de 596 mil novos casos de neoplasias
malignas, dentre as mais incidentes os tumores de prostata com 61.200 casos e
mama feminina com 57.960 casos. Observa-se o0 encaminhamento tardio de
aproximadamente 60% dos pacientes com diagndésticos ja em estadio avancado as
unidades de salde especializadas, aumentando assim a taxa de mortalidade
(FERNANDES; BERGMANN; OLIVEIRA, 2013; INCA, 2015).

O céancer é uma doenca multifatorial atribuivel a combinacdo de diversos fatores,
dentre os quais estdo a exposi¢cdo ambiental, habitos e estilo de vida, além de
alteracbes genéticas e epigenéticas, que podem, ao longo do tempo, promover uma
combinacdo que ira desencadear a tumorigénese. Em relagdo a esses fatores
observa-se a influéncia da exposicdo a radiacdes ionizantes e a substancias
guimicas nocivas ao organismo (ambientais). Além do estilo de vida como a
alimentacao (35%), tabaco (30%), infeccdo (10%) e o comportamento sexual e
reprodutivo (7%). As mutacbes genéticas e epigenéticas, que podem ser herdadas
ou decorrentes da exposicdo aos fatores ambientais, atuam em protooncogenes,
genes supressores tumorais e nos genes de reparo ao DNA, culminando assim, na

alteracdo dos mecanismos de expressao génica, no crescimento desordenado e no
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desenvolvimento do potencial invasivo das células modificadas (INCA, 2006; ALVES
et al., 2013; KARASIK, NEWMAN, 2015; INCA, 2016).

O processo de tumorigénese € lento e envolve a proliferacéo de células modificadas
pelo efeito da exposicdo ambiental, diretamente influenciado pela frequéncia e
tempo de exposicdo, onde a interacdo com carcin0genos ira acarretar
transformacdes genéticas e assim possibilitar o estado iniciado dessas células. No
estagio de promocao, essas células transformadas iniciardo a proliferacao clonal, de
forma gradual e lenta, e estardo susceptiveis ao acumulo de alteracdes genéticas e
epigenéticas, favorecidas pela instabilidade génica e constante contato com os
carcindgenos. A interrupcdo desse contato, algumas vezes, pode suspender o
progresso da tumorigénese. No estagio de progressdo ocorre a proliferacao
descontrolada e irreversivel dessas células alteradas. Por fim, sucede-se a
disseminacao tumoral, sendo um processo complexo e ndo de todo compreendido.
Nesta etapa verifica-se a invasdo e infiltracdo de tecidos subjacentes por células
neoplasicas, através de pequenos vasos linfaticos e sanguineos, com posterior
liberacéo na circulagdo. Estas células modificadas conseguem evadir ao sistema de
defesa imunoldgico, ativar os mecanismos de sobrevivéncia celular, extravasar e

crescer em outros tecidos e 0rgaos, ou seja, sofrer metastase (INCA, 2011).

1.2 Carcinoma Epidermdéide de Cabeca e Pescoco

O carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco (CECP) é uma neoplasia maligna
gue tem por origem o epitélio de revestimento e ocorre com maior frequéncia na
cavidade bucal. E o sexto tipo de cancer mais frequente em homens, estando
associado a elevadas taxas de morbimortalidade. Apresenta maior ocorréncia no
sudoeste da Asia, nas regifes centrais e sudeste da Europa e no Brasil. Ja o Jap&o,
a China e o oeste Africano exibem intensidades menores de distribuicdo da doenca
(BRENER et al., 2007; MONSJOU et al., 2013; BAUMAN; MICHEL; CHUNG, 2012).
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No Brasil, o CECP apresenta um risco estimado de 10 novos casos a cada 100 mil
homens e 4 a cada 100 mil mulheres, com maior ocorréncia entre a quinta e a
sétima décadas de vida. No entanto, a frequéncia da doenca vem aumentando em
individuos mais jovens, sobretudo do sexo feminino, em decorréncia do maior
consumo de alcool, tabaco e das infec¢cdes por HPV (ALVARENGA et al., 2008;
INCA, 2016).

Na populacéo brasileira, a ocorréncia do CECP tem sido diretamente relacionada ao
elevado consumo de alcool e tabaco. O &alcool pode ocasionar supressao
imunologica e deficiéncias nutricionais, além de potencializar e agir como um
solvente para os carcind6genos presentes no tabaco, facilitando a penetracdo dessas
substancias nos tecidos-alvos (FERREIRA; ROCHA, 2010).

No tabaco € possivel evidenciar a presenca de mais de 7000 substancias toxicas,
tendo uma parte delas efeito carcinogénico. No organismo, as substancias
carcinogénicas sdo convertidas em metabolitos reativos, sendo muitos deles
enzimas oxidativas, capazes de interagir com o material genético promovendo
modificacdes. O cigarro sozinho é responsavel por cerca de 42% dos Obitos por
CECP e por uma maior probabilidade de desenvolvimento de tumores neste sitio

anatomico (SINGH et al., 2011; INCA, 2014).

Além do tabagismo e etilismo, outros fatores tém sido citados como possiveis
envolvidos no desenvolvimento do CECP, como as infeccBes virais, fatores
ocupacionais, radiagdes, deficiéncias nutricionais, condi¢cdes precarias de higiene
bucal e condicdo socio-econbmica. Aliado a estes fatores, a auséncia de
informacdes sobre a doenga, o diagnostico tardio e a dificuldade de acesso a
servicos basicos de saude contribuem para que seja observada uma maior
incidéncia da doenca na populacéo de baixa renda (CHUANG et al., 2012; ALVES et
al., 2013; LEMOS JUNIOR et al., 2013).

Infec¢des pelo Papilomavirus Humano (HPV) e Herpesvirus humano tipo 4 (HHV-4)
tém sido correlacionadas ao desenvolvimento do CECP. Porém, as taxas de
infeccdo sd@o bastante variadas considerando os diferentes sitios anatémicos e
distribuicdo geografica da populacdo. O HPV é conhecido por induzir transformacodes

neoplasicas tendo papel importante na patogénese desses tumores, sendo
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comumente mais frequente na orofaringe. JA& o HHV-4 tem sido relacionado
principalmente com o desenvolvimento de tumores na nasofaringe, predominantes
em areas endémicas do norte da Asia e Africa (GILLISON et al., 2012; KUNDU,
NESTOR, 2012; GALBIATTI et al., 2013; HO et al., 2013).

Individuos com CECP apresentam padrao clinico heterogéneo e pior progndstico
gquando diagnosticados nos estadios mais avancados da doenca. Nas Ultimas
décadas, a sobrevida média dos pacientes com CECP n&o apresentou aumento
significativo, mesmo com as novas abordagens terapéuticas e com 0s avangos nas
técnicas cirurgicas. Assim, a taxa de sobrevida da doenca, em um periodo de 5
anos, tem permanecido em torno de 50% (FARNEBO et al., 2013; HSU et al., 2014).

Atualmente, os critérios utilizados para a escolha da terapéutica de primeira linha a
ser instituida nos tumores de cabeca e pescoco estdo baseados no tipo histolégico
do tumor, no sitio anatbmico e no estadiamento clinico no momento do diagndstico.
(FERREIRA, ROCHA, 2010; FARNEBO et al., 2013; HSU et al., 2014).

Para a avaliacdo, diagnéstico e tratamento do CECP séao utilizados os sistemas de
classificacdo da Unido Internacional Contra o Céancer (UICC), proposta para o
Estadiamento de Tumores Malignos - TNM (UICC, 2009) e da OMS para

classificacdo dos parametros histopatolégicos e gradacédo tumoral.

As caracteristicas analisadas do tumor consistem no sitio primario, relacionado ao:
tamanho tumoral (T), sua extensao, localizacdo ou ambos (TO a T4); Caracteristicas
dos linfonodos (N) das cadeias de drenagem linfatica do 6érgdo em que o tumor se
localiza (NO a N3); Metastase a distancia (M), auséncia ou presenca (MO a M1).
Estes parametros nao refletem apenas a taxa de crescimento e a extensdao da
neoplasia, mas também o tipo de tumor e sua relacdo com o paciente (PATEL;
SHAH, 2005).

Na andlise de prognéstico sdo considerados, além do tamanho do tumor primario e
do comprometimento linfonodal, a avaliacdo histopatolégica das margens apos
excisao cirargica, a presenca de invasao perineural e profundidade de invasdo. Com

o tratamento do tumor primario e das metastases regionais, é possivel observar o
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aumento da sobrevida em mais da metade dos casos. Porém, sdo comuns as

recidivas e a resisténcia aos tratamentos radio e quimioterdpicos (INCA, 2001).

1.3 Carcinoma Epidermoide da cavidade bucal

Em 2012 foram diagnosticados cerca de 300 mil novos casos de carcinoma
epiderméide (CE) da cavidade bucal no mundo, sendo este o maior subsitio de

cancer de cabeca e pescoco.

Estes tumores desenvolvem-se a partir do epitélio de revestimento da cavidade
bucal, podendo acometer lingua, assoalho de boca, gengiva, mucosas jugal e
vestibular, area retromolar e palato duro, sendo os dois primeiros os sitios mais
frequentes. (UICC, 2009; NOGUTI et al., 2012; DORSEY, AGULNIK, 2013; FERLAY
et al., 2015).

Em 2016 o INCA publicou a estimativa de ocorréncia de 11.140 novos casos de
cancer da cavidade bucal em homens e 4.350 em mulheres no Brasil. Casos
diagnosticados nos estadios | e Il apresentam maiores taxas de sobrevida, 70%-
90%, em cinco anos, ao modo que pacientes com diagnostico tardio (estadios Il e
IV) tém menor taxa, 50%, com opg¢des de tratamento limitadas e pior prognostico. Os
tratamentos disponiveis como a cirurgia e/ou a combinacdo de quimioterapia e
radioterapia afetam de forma significativa a qualidade de vida desses pacientes
(FERLAY et al, 2015; INCA, 2016).

A carcinogénese dos tumores da cavidade bucal é um processo complexo,
multifatorial e continuo, em que o epitélio escamoso de revestimento é afetado por
fatores enddgenos e exdgenos ao organismo. Um aspecto significativo para a
frequente agressividade dessa neoplasia € a alta taxa de proliferacdo celular
observada. Estudos que utilizam técnicas moleculares na deteccdo precoce de
alteracbes protéicas e em fatores envolvidos na regulacdo do ciclo celular vém

ganhando forca, a fim de auxiliar a implementacdo de abordagens terapéuticas
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especificas e individualizadas, bem como na construcdo de painéis de

biomarcadores de progndstico (IRIMIE et al., 2015).

1. 4 CiclinaD1

O gene CCDNL1 localizado no cromossomo 1113 é responsavel pela codificacdo da
proteina Ciclina D1 (45 kDa), pertencente a familia das Ciclinas que incluem D2 e
D3, e sua expressao varia ao longo do ciclo celular. Essas proteinas apresentam
uma sequéncia de 100 aminoacidos N-terminal com uma estrutura tridimensional
conservada que proporciona a interface de ligagéo para as cinases dependentes de
ciclina (CDKs), enquanto o dominio C-terminal do gene regula a estabilidade
proteica. Essas proteinas estéo intimamente relacionadas a regulagéo e controle ao
longo do ciclo celular (QIE; DIEHL, 2016).

As vias de transducado dos sinais extracelulares induzidas por mitbgenos, como 0s
fatores de crescimento, aumentam a transcri¢do, traducao e estabilidade proteica de
ciclina D1. Isto permite a importacdo e formacdo de complexos ativos com a
CDK4/CDK6 no nucleo, e assim, a fosforilacdo da proteina retinoblastoma (pRb).
Posteriormente, ocorre a dissociacdo do complexo pRb/E2F o que permite a
liberacdo do fator de transcricdo E2F e a progressdo do ciclo celular, com a
transicdo das fases G1-S (Figura 1). Em células que ndo estdo em processo de
divisdo celular, a pRb encontra-se em um estado hipofosforilado, inibindo o ciclo
celular através da formac&o de um complexo inativo com o fator de transcricdo E2F
(HAKEN et al.,, 2014; RAMAKRISHNA et al., 2013; QIE; DIEHL, 2016; RAMOS-
GARCIA et al., 2016).
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Figura 1- Ativacdo de Ciclina D1 e progresséo do ciclo celular. A partir de um sinal extracelular
gerado por um mitégeno ocorre a ativacdo da cascata de transcricdo e traducdo da Ciclina D1. A
proteina ativada forma um complexo com CDK4/CDK6 que fosforila a proteina retinoblastoma (pRb)
provocando a dissociacdo do complexo pRb/E2F, liberacdo do fator de transcricdo E2F e a

progressao da fase G1-S. Fonte: Adaptado de Leemans et. al (2011).

Por ser uma proteina instavel, sua degradacdo ocorre ao final da fase do ciclo
celular pela via proteossomal com a fosforilagdo especifica do residuo de treonina
conservado (Thr-286). Caso ocorra uma mutac¢do no residuo Thr-286, a Ciclina D1
fica estabilizada, ocasionando a inibicAo de sua exportacdo nuclear e o
desencadeamento da ativacédo constitutiva de CDK4/CDK®6. Este processo acarreta
a inativagao de p53, a instabilidade gendmica e a tumorigénese, sendo o controle
pos-transcricional responsavel, em dultima instancia, pela acumulacdo total da
proteina nas células (QIE; DIEHL, 2016).

As células modificadas apresentam certa autonomia quanto a sua ativacdo pelos
fatores de crescimento, o que leva a superexpressdo de ciclina D1 e reducédo do
tempo de duracdo da fase G1, levando a proliferagdo anormal e ocorréncia de
alteracOes genéticas adicionais (RAMAKRISHNA et al., 2013; QIE; DIEHL, 2016).



21

As proteinas inibidoras de CDK pertencentes as familias CIP/KIP e INK4 (INK4A,
INK4B, INK4C e INK4D) inibem a entrada precoce na fase S mediante a sua ligagao
com o complexo ciclina-CDK e a ativacdo de CDK4/CDK6, impossibilitando a
associacao com ciclinas D. Ao final na fase G1 ocorre o ponto de restricdo (R) em
gue observa-se a alteracdo dessas células, culminando em uma regulacéo
autossuficiente, levando a replicacdo de seu DNA e progressdo continua do ciclo
celular. Esta etapa € muito importante na tumorigénese, posto que 0S processos
oncogénicos atuam também sobre os reguladores de progresséo da fase G1 (ciclina
D1 e pRb) (RAMOS-GARCIA et. al, 2016).

Modelos animais para o estudo da funcéo de ciclina D1 tém demonstrado seu valor
significativo para a formacdo do céncer, além de seu papel no inicio tardio do
desenvolvimento da neoplasia (ZHU et al., 2013). A expressdo desta proteina na
progressdo tumoral pode proporcionar uma condicdo desconhecida que permite a
transformacao celular neoplasica, ou mesmo que prepare as células para a inducao
oncogénica, e na sobrevivéncia tumoral por diversos mecanismos. Dentre 0s quais a
regulacéo da transcricdo, promocéo da migracéo celular, inibicdo da diferenciacao e
controle do balanco energético celular, mecanismos que promovem a formacao e o
desenvolvimento do cancer (JIRAWATNOTAI e SITTITHUMCHAREE, 2016).

A superexpresséao da ciclina D1 € comum em células em processo de divisédo celular,
mas especifica para determinados tipos de neoplasias (cancer de mama, do colon e
epidermdide), devido ao resultado da alteracdo da amplificacdo e translocacao do
gene CCND1, e a deficiéncia na degradacéo da ciclina D1 (KNUDSEN et al., 2006).
A andlise da tumorigénese revelou que a superexpressdo de ciclina D1,
frequentemente, esta relacionada com o elevado grau de instabilidade
cromossOmica em cancer de mama, da bexiga, cabeca e pescoco, e colorretal.
Deste modo, prop0e-se que a expressdo da ciclina D1 estimule a instabilidade
genbmica e propicie o desenvolvimento tumoral (PESTELL, 2013; CASIMIRO et al.,
2015). Entretanto, ainda nédo foi possivel a utilizacdo desta proteina no diagnostico

de rotina, e seu uso no prognaostico permanece incerto (NASSER et al., 2011).

Visto a importancia das ciclinas D na regulacdo da proliferacdo celular, nota-se a

superexpressdo dessas proteinas e a ativacdo aumentada de suas CDKs no
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crescimento de células neoplasicas. A superexpressado de ciclina D1 tem sido
observada em CE da cavidade bucal, podendo estar associada a elevada taxa de
recidiva, metéstase linfonodal, pior prognéstico e sobrevida reduzida dos pacientes
(QIE; DIEHL, 2016). A compreensdo do papel da ciclina D1 nos processos e vias
nos quais o CE da cavidade bucal se desenvolve € de suma importancia para o

entendimento da progressao tumoral.

Ademais, a utilizagdo de Ciclina D1 como um biomarcador poderia auxiliar na
deteccdo de alteracbes moleculares em diferentes estadgios da tumorigénese, e
assim, contribuir para a confeccdo de um painel de biomarcadores de progresséo
tumoral e prognéstico, com sua implementacdo na rotina clinica e no
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos possibilitando maior chance de cura e

melhores tratamentos para o paciente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Analisar a expressdo da proteina ciclina D1 em carcinoma epidermdide da
cavidade bucal e sua aplicabilidade como biomarcador de progressao tumoral

e prognastico.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a expressao da proteina ciclina D1 em CE da cavidade bucal por meio
da imunohistoquimica (IHQ);

e Avaliar a expressao de ciclina D1 na progressédo tumoral e sua correlacédo
com os dados clinico-patolégicos;

e Verificar a correlacdo entre a expressdo da ciclina D1, gradacao tumoral, o
infiltrado linfocitario tumoral (TIL), padrdo de invasdo tumoral, invasao

vascular, linfatica e perineural com as caracteristicas clinico-patoldgicas.

e Avaliar o emprego de ciclina D1 como biomarcador de prognéstico mediante
analise da Sobrevida Global (SG) e Sobrevida Livre de Doenga (SLD) em
individuos com CE da cavidade bucal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Foi realizado um estudo analitico longitudinal ondo foram incluidas amostras
biologicas e dados clinicos e de seguimento de pacientes atendidos entre 0s anos
de 2010 e 2015 nos servigos de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital Santa
Rita de Cassia (AFECC), Hospital Cassiano Antdnio de Moraes (HUCAM) da
Universidade Federal do Espirito Santo, Brasil e da University Hospitals Coventry
and Warwickshire NHS Trust localizada no Reino Unido. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Integrado de Atencdo a Saude, Vitoria
- ES (Processo n° 318/2011; Anexo 1) e pelo NRES Committee West Midlands —
Coventry & Warwickshire (EC.10.H1210.9, Anexo 2).

Na selecdo dos casos utilizaram-se como critérios de inclusdo pacientes com
diagndstico conclusivo de carcinoma epidermoide da cavidade bucal, de ambos os
sexos, grupos étnicos e faixa etaria, 0os quais ndo haviam sido submetidos a
tratamento antineoplasico prévio, acompanhamento minimo de 24 meses e que
apresentavam laminas e blocos em bom estado de conservacéo, com mais de 75%
da area tecidual total representada por tumor. Foram excluidas do estudo amostras
com laminas e blocos defeituosos, neoplasias de outros sitios anatdémicos, recidivas

e amostras de pacientes que haviam sido submetidos a tratamentos prévios.

Mediante entrevistas, consulta médica e busca em prontuarios foram obtidas as
variaveis clinicas como idade, sexo, estadiamento clinico (sistema TNM), sitio
anatémico do tumor e historico do consumo de alcool e tabaco dos 115 pacientes
incluidos no estudo. Individuos que nao apresentavam o consumo de alcool e
tabaco em tempo maior ha cinco anos foram classificados como ex-etilistas e ex-

tabagistas. As amostras provenientes dos centros de pesquisa do Brasil e da
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Inglaterra foram, respectivamente, 59 (51%) e 56 (49%) pacientes, totalizando 115

casos.

3.2 Analise Histopatologica

Os espécimes selecionados, fixados previamente em solugédo tamponada de formol
a 10% (pH 7,4), foram incluidos em parafina e posteriormente seccionados em
micrétomo (Leica RM2165). Obteve-se de cada bloco cortes consecutivos de 5 pm,
colocados sobre laminas histologicas e corados pelo método de hematoxilina e
eosina (HE). As laminas coradas em HE que apresentaram um percentual de tumor
acima de 75% da éarea total do tecido (areas representativas) foram analisadas em
microscépio Optico Zeiss® quanto a gradacdo tumoral, contagem de linfocitos
infiltrantes no tumor (TIL), padrdo de invasédo tumoral, invaséo vascular, linfatica e

perineural.

O grau de diferenciacdo tumoral foi analisado de acordo com os critérios de
classificacdo de tumores estabelecidos pela OMS (2005). Nesta classificacdo os
tumores foram agrupados em trés categorias: bem diferenciado, em que a
arquitetura tecidual assemelha-se ao padrdo normal do epitélio escamoso;
moderadamente diferenciado, apresenta certo grau de pleomorfismo celular e
nuclear, atividade mitética e pouca queratinizacdo; e pouco diferenciado, com
predominio de células imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas e auséncia de

queratinizagao.

O padréao de Infiltracdo Linfocitaria Tumoral (TIL) foi analisado no aumento de 25X
sendo categorizado em: alta, quando verificada a presenca de linfécitos em > 80%
da area do tumor/estroma; moderada, com presenca de infiltrado heterogéneo e
irregular de linfécitos ocupando entre 20 e80% da area tumoral/estromal; baixa,
infiltrado discreto distribuido em < 20% de tumor/estroma ou inexistente (MARSH et
al., 2011).
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O padréo de invasao tumoral foi avaliado conforme proposto por Bryne et al. (1992)
gue consiste na avaliacdo do front de invasédo tumoral utilizando aumento de 200x.
Nesta classificagdo o front de invasdo tumoral € classificado em quatro categorias:
padrdo |, compressivo e bordas infiltrantes bem delineadas; padréo Il - infiltrante
com corddes solidos; Il - pequenos grupos ou corddes de células infiltrantes; padréao

IV - marcante dissociagdo em grupos pequenos ou células individualizadas.

Também foram analisadas a Invasdo Vascular e Linfatica, caracterizadas pela
presenca de células neoplasicas dentro de vasos/artérias sanguineas e linfaticas,
além da existéncia de Invasdo Perineural, de acordo com o0s parametros
estabelecidos pelo The Royal College of Pathologists (HIRSCHOWITZ et al., 2010).

Estas analises foram descritas como presenca ou auséncia.

As andlises histopatologicas foram realizadas por dois examinadores, em casos de
discrepancia, as laminas foram revisadas e um consenso foi obtido como resultado

final.

3. 3 Construcéo do Tissue microarray (TMA)

As laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) foram digitalizadas na plataforma
Panoramic Digital Slide Scanner (3DHISTCH Ltd®, Hungria). As imagens obtidas
foram analisadas utilizando o software Pannoramic Viewer para Windows (versao
1.15 3DHISTCH Ltd®, Hungria). Amostras de tecido representativas das areas de
tumor (front de invasdo e por¢cao mediana), displasia e epitélio adjacente ao tumor
foram entdo selecionadas utilizando a ferramenta TMA do software Pannoramic
Viewer. Em seguida os blocos correspondentes as laminas selecionadas (blocos
doadores) foram inseridos no equipamento TMA Master 1l (3DHISTCH Ltd®,
Hungria) sendo entdo escaneados. As imagens geradas das laminas com as areas
de TMA selecionadas foram alinhadas as imagens dos blocos utilizando o software
do TMA Master Il (3DHISTCH Ltd®, Hungria). Fragmentos cilindricos de 0,6mm
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foram obtidas, retirados fragmentos cilindricos de 1mm da parte central (cerne) e
inseridos em outro bloco receptor em locais definidos na matriz de forma
automatizada (TMA Master Il, 3DHISTCH Ltd®, Hungria), no The Nottingham Health
Science Biobank (NHSB) - Reino Unido. Para cada caso e regido selecionada
(superficie tumoral, front de invasado, displasia e epitélio adjacente ao tumor) as
amostras foram obtidas em triplicata. Apds término da constru¢cao do TMA, os blocos
receptores foram seccionados em micro6tomo para a obtengéo de cortes histologicos
sequenciais de 3y os quais foram dispostos em laminas silanizadas, com

conseguinte validacdo do TMA.

3.4 Imunuhistoquimica (IHQ)

As reacdes de imunohistoquimica foram realizadas nas laminas de TMA, a partir da
desparafinizacdo com xilol e reidratacdo em concentracdes decrescentes de alcool
etilico (absoluto - 95% - 70%) e posterior uso de 4gua destilada. Para a recuperacéo
antigénica as laminas foram incubadas em tampdao de citrato pH 6,0 sob presséao, a
temperatura de 121°C por 3 minutos (Pressure Cooker, Aptum Biologics)
consecutivamente, resfriados a temperatura ambiente e, assim, lavados em agua
deionizada. Para a neutralizacdo da peroxidase enddgena, as laminas foram
incubadas com peroxido de hidrogénio 3%, seguido da aplicacdo do tampéo Tris
SDS (TBS) por 5 minutos em cada etapa. Ap6s esta etapa, as laminas foram
incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primario monoclonal anti-ciclina D1
camundongo (Clone SP4, Abcam, 1:50). As laminas foram lavadas com TBS, e
posteriormente incubadas com o anticorpo secundario (Post Primary, Novolink™ —
Novocastra™) por 30 minutos e lavadas por 5 minutos em TBS. A seguir, as laminas
foram incubadas com o polimero (Novolink™ Polymer - Novocastra™) por 30
minutos e subsequentemente lavadas com TBS por 5 minutos. Em seguida,
procedeu-se a revelacdo da reacgao utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina (DAB) em
uma solucdo cromogénica a temperatura ambiente. A reacao foi interrompida com

agua destilada e as laminas contra-coradas com hematoxilina de Harrys (HHS80,
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Sigma-Aldrich®), por 30 segundos, a temperatura ambiente. Apds serem lavadas
com &gua corrente por 10 minutos, as laminas foram desidratadas com isopropanol
em séries crescentes de 60, 70 e 90%, passadas em xilol e montadas com solucdo
de resina ndo aquosa (Entelan® - Merck Millipore) e recobertas com laminula.
Foram utilizados como controles positivos fragmentos de tonsila humana e como
controle interno da reacdo, foi considerada a marcacdo dos queratinécitos da
camada basal. Os controles negativos foram obtidos pela omissao do anticorpo
primario, o qual foi substituido por soro ndo-imune de camundongo (X501-1, DAKO)
diluido em solucéo diluente de anticorpo (S0809, DAKO). A rea¢do com o anticorpo

utilizado foi previamente submetida a testes para padronizacao.

Para avaliar a expressdo da ciclina D1 foi considerada a marcagao nuclear em
queratindcitos utilizando o método H-score (PICKHARD et al., 2014). Este método
consiste em uma analise semi-quantitativa obtida pelo produto da intensidade da
coloracdo utilizando uma escala de 0 a 3 (0, representa auséncia de
imunomarcacéo; 1, imunomarcacao de fraca intensidade; 2, imunomarcagcao de
intensidade moderada e 3, imunomarcacao de intensidade forte) pela porcentagem
de células marcadas em cada nivel de intensidade (0 a 100%). Todas as seccodes
foram analisadas por 2 examinadores, usando um microscopio de luz (200X) e um

consenso foi obtido nos casos discordantes.

Avaliou-se a expressdo tecidual de ciclina D1 em células tumorais de CE da
cavidade bucal (front e por¢cdo mediana), displasia e epitélio adjacente ao tumor. A
categorizacdo quanto a expressdo em alta e baixa de Ciclina D1 ocorreu atraves da
instituicdo do ponto de corte, baseado na mediana (valor de 140) obtida pelo calculo
do H-score na regido da por¢cdo mediana do tumor, sendo adotada para as outras
regioes (front de invaséo, displasia e epitélio adjacente ao tumor). A expressao de
ciclina D1 nas regides com H-score < 140 foi considerada baixa, enquanto o H-Score

> 140 apresentou alta expressao.

Para a validacdo do uso da IHQ em TMA foram utilizadas 10 laminas contendo
tecido tumoral de carcinoma epidermdide de orofaringe imunomarcadas com ciclina
D1. O escore foi realizado por dois patologistas independentes. A analise estatistica

de comparacao entre 0s grupos sucedeu-se com a avaliacdo de interobservadores e
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nao houve diferenca significante entre as leituras. Em seguida, estes valores foram

comparados com os escores obtidos dos TMAs, ndo sendo observada diferenga.

3.5 Andlise de Sobrevida

Os pacientes diagnosticados com a neoplasia foram acompanhados ao longo de um
periodo minimo de cinco anos. O seguimento dos pacientes foi realizado em etapas,
sendo o primeiro seguimento realizado entre 6 e 18 meses ap0s a consulta de
diagnostico e final do tratamento de primeira linha; o segundo seguimento foi
registrado 6 meses ap0s 0 primeiro seguimento e o terceiro e quarto seguimentos
em 30 e 60 meses subsequentes a data do diagndstico clinico. A avaliagcdo do
seguimento foi realizada pela equipe médica e os resultados da avaliacao clinica
foram anotados em formulario especifico e complementados com entrevista e
analise dos prontuarios. O tratamento realizado foi registrado e subdivido nas
seguintes categorias: Cirurgia exclusiva, Cirurgia + Radioterapia + Quimioterapia e
Radioterapia + Quimioterapia. A andlise da progressao tumoral considerou trés

condicdes clinicas pos-tratamento: remissédo tumoral, recidiva e 6bito.

3.6 Analise Estatistica

Para as associagfes entre as variaveis estudadas, o teste do Qui-Quadrado foi
utilizado e a confirmacao dos valores foi realizada por meio da utilizagcdo do teste

Exato de Fisher (o nivel de significancia de p < 0,05).

O célculo da sobrevida foi obtido considerando o intervalo de tempo entre a data do

diagndstico e o desfecho do paciente. Para a Sobrevida Global (SG) o desfecho foi
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considerado o Obito ou o ultimo retorno, e na analise da Sobrevida Livre de Doenca
(SLD), a ocorréncia de recidiva local, recidiva regional ou ultimo retorno do paciente.
Para os casos nos quais ndo se sucedeu o desfecho, o Ultimo dia do retorno ou a
Ultima data conhecida por estar vivo foi considerado. As curvas de sobrevivéncia
foram obtidas através da utilizacdo do modelo de Kaplan-Meier com indice de
confianga igual a 95% ajustados pelo modelo de Regressdo multivariado de Cox,
com indice de significancia igual ou inferior a 0,2 para SG e 0,1 para SLD. Todas as

analises estatisticas e graficas foram realizadas utilizando o software SPSS® v. 20.

4 RESULTADOS

As caracteristicas clinicas e histopatolégicas dos casos incluidos no estudo estédo
descritas na Tabela 1. Observa-se um maior numero de individuos do sexo
masculino (77%) e com idade média de 60 anos (IC = 32 — 98 anos). Em relacéo
aos fatores de risco para o desenvolvimento da doenca, como o alcool e o tabaco,
50% dos individuos eram etilistas e 47%, tabagistas e 42% dos individuos eram

etilistas e tabagistas concomitantemente, sendo 86% deles do sexo masculino.

O sitio anatbmico mais acometido foi a lingua, com 29% dos casos, quando
comparado aos outros subsitios palato, assoalho bucal, area retromolar, gengiva,
vestibulo e mucosa jugal. Quanto ao tamanho do tumor primario e ao acometimento
linfonodal, foram diagnosticados 63 individuos com tumores de tamanho T1/T2
(54%) e 63 (54%) sem metastase linfonodal (NO). Dos casos analisados 52%
apresentaram estadio avancado (estadios IlI/V) no momento do diagndstico. Com
os dados obtidos do seguimento clinico dos pacientes registramos a presenca de

recidiva local em 18% dos individuos e 6bito em 51% no decorrer do estudo.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinico-patolégicas dos pacientes diagnosticados com CE
da cavidade bucal.

CE da cavidade bucal
Caracteristicas demogréficas e clinico-patolégicas

n (%)

Sexo

Masculino 89 77%

Feminino 26 23%
Idade (anos)?

< 60 anos 61 53%

=60 anos 53 46%
Consumo de &lcool®

Etilista 57 47%

Ex-etilista 14 12%

Nunca 13 11%
Uso de tabaco®

Tabagista 54 47%

Ex-tabagista 23 20%

Nunca 15 11%
Sitio anatdmico?

Lingua 33 29%

Assoalho bucal 8 7%

Gengiva 7 6%

Area retromolar 5 4%

Mucosa jugal 4 4%

Palato 1 1%

Vestibulo bucal 1 1%
Tamanho do tumor primario (T)?

T1/T2 62 54%

T3/T4 49 43%
Comprometimento linfonodal (N)?

NO 63 55%

N+ 45 39%
Estadiamento clinico®

1/l 48 42%

v 60 52%
Recidiva Local 21 18%
Obito 59 51%

#N4&o informados: Idade (n = 2); Consumo de alcool (n = 31); Uso de tabaco (n = 23); Sitio anatdémico
ndo subclassificado (n = 55); Tamanho tumor primério (T) (n = 4); Comprometimento linfonodal (n =
7); Estadiamento clinico (n = 7). NO = auséncia de metéstase linfonodal; N+ = presenca de metastase
linfonodal.

Na figura 2 visualiza-se a gradacgao tumoral em bem diferenciada (A) com 40% dos
casos, moderadamente diferenciada (B) em 57% dos casos e pouco diferenciada (C)
em 3% dos casos analisados com CE da cavidade bucal, na coloracdo de HE.
Observa-se nas variaveis analisadas que o tecido pouco diferenciado (Figura 2C)
apresentou menor ocorréncia nos casos avaliados quando comparado as outras

gradacoes (Tabela 2).
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Figura 2- Fotomicroscopia mostrando a gradacdo tumoral em CE da cavidade bucal. (A) Células

bem diferenciadas no tecido; (B) Células moderadamente diferenciadas no tecido; (C) Células pouco

diferenciadas no tecido. Coloracao de HE, magnificacdo original de 100X.

A figura 3 retrata o padrdo de infiltracdo linfocitaria tumoral (TIL) com quantidade
baixa (A), moderada (B) e alta (C) de linfécitos no tecido, em 25%, 54% e 19% dos
casos analisados, respectivamente, em CE da cavidade bucal na contra coloragéo
HE. A menor quantidade de infiltrado linfocitario tumoral (Figura 3A) apresentou
associacdo com o habito tabagista, enquanto a maior quantidade de infiltrado no
tumor (Figura 3C) teve correlagio com o menor tamanho do tumor primério e

estadiamentos inicias (Tabela 2).
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Figura 3- Fotomicroscopia mostrando o padrdo de infiltracdo linfocitaria tumoral (TIL) em CE
da cavidade bucal. (A) Baixa quantidade de infiltrado linfocitario tumoral no tecido; (B) Moderada
guantidade de infiltrado linfocitario tumoral no tecido; (C) Alta quantidade de infiltrado linfocitario
tumoral no tecido. Coloracao de HE, magnificacao original de 25X.

A figura 4 aborda o padrao de invasdo tumoral com a maior ocorréncia do tipo 1l (B),
seguida dos tipos | (A), Il (C) e IV (D), 52%, 19%, 17% e 7%, respectivamente, em
CE da cavidade bucal na contra coloracdo HE. O padréo de invasdo tumoral do tipo
IV (Figura 4D) mostrou relacdo com o maior tamanho do tumor e estadio avangcado
(Tabela 2).
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Figura 4- Fotomicroscopia mostrando o padréo de invasdo tumoral em CE da cavidade bucal.
(A) Padréo de invasao tumoral do tipo I; (B) Padrdo de invasdo tumoral do tipo II; (C) Padrdo de
invasao tumoral do tipo IIl; (D) Padréo de invasao tumoral do tipo IV. Coloracao de HE, magnificagbes
originais de 50X (C e D) e 100x (A e B).

A figura 5 retrata as invasdes vascular (A), linfatica (B) e perineural (C) por células
neoplasicas em CE da cavidade bucal em 74%, 29% e 24% dos casos analisados,
respectivamente, na coloracdo HE. Dentre essas, a invasdo perineural exibiu
associagao com o menor tamanho do tumor (T1/T2) (Tabela 2).
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Figura 5- Fotomicroscopia mostrando a invasao vascular, linfatica e perineural em CE da

cavidade bucal. (A) Invasdo vascular; (B) Invasao linfética; (C) Invaséo perineural. Coloragéo de HE,

magnificacéo original de 200x.

Na Tabela 2 estdo descritos os parametros de gradagédo tumoral, TIL, padrdo de
invasdo tumoral, invasdo vascular, linfatica e perineural, e sua correlacdo com as
variaveis clinico-patologicas estudadas. Correlacdo significante foi observada entre a
maior ocorréncia do padrdo de infiltragcdo linfocitaria tumoral (TIL) alto com as
variaveis menor tamanho do tumor primario (p = 0,001) e estadiamento inicial (p =
0,005); e a maior quantidade de infiltrado linfocitario tumoral de baixo grau com o
habito tabagista (p = 0,026). O padrdo de invasdo tumoral do tipo IV mostrou
associacdo com o maior tamanho do tumor (p = 0,006) e o estadiamento clinico
avancado (p = 0,028). A invasao perineural apresentou correlacdo com o menor
tamanho do tumor (p = 0,035). N&o foi observada correlacdo entre os parametros

invasao vascular e linfatica com das variaveis analisadas.



Tabela 2. Correlacao entre a gradacéo tumoral, padrao de infiltracao linfocitaria tumoral (TIL), padrdo de invasao tumoral, invasao vascular, linfatica e
perineural com as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes diagnosticados com CE da cavidade bucal.
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o Gradaco tumoral TIL Padréo de invasé&o Invasdo vascular Invaséo linfatica Inv.asao
Variaveis tumoral perineural
Bem Mode- . Mode- . - . - . ]
rada POUCO p Baixa .4, Alta p i m wv p Sim  Néo p Sim  Néo p Sim  Néo p

Idade (anos)

< 60 anos 20 39 2 0,270 16 37 7 0,104 11 28 13 6 0,318 44 9 1000 21 20 0,109 15 9 1,000
= 60 anos 24 26 3 12 25 14 11 31 7 2 40 8 11 23 12 8
Consumo de
alcool
Sim 20 35 2 0,417 18 27 10 0,326 11 27 9 6 0348 39 8 0298 19 15 0,724 14 8 0,089
Nunca 8 5 0 1 10 2 3 8 1 O 9 4 4 5 5 1
Ex-etilista 6 7 1 4 8 1 0O 8 4 1 12 1 3 4 1 4
Uso de
tabaco
Sim 23 29 2 0,992 15 32 6 0026 9 24 11 5 0,286 35 7 0819 16 15 0,993 11 9 0,737
Nunca 6 8 1 1 10 4 0 12 2 1 12 2 3 3 5 2
Ex-tabagista 10 12 1 8 6 7 6 12 3 1 18 5 8 8 5 3
Tamanho do
tumor
primario (T)
T1T2 26 30 4 0,239 10 30 17 0,001* 13 36 9 0 0,006* 46 8 0581 14 27 0,092 23 9 0,035*
T3/T4 17 32 1 17 31 2 5 23 11 7 34 8 16 13 4 8
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Tabela 2. Correlacao entre a gradacéo tumoral, padrao de infiltracao linfocitaria tumoral (TIL), padrdo de invasao tumoral, invasao vascular, linfatica e
perineural com as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes diagnosticados com CE da cavidade bucal.

(concluséo)

. Padréo de invaséo - a s Invaséo
Gradagao tumoral TIL Invaséo vascular Invasdo linfatica .
Variaveis tumoral perineural
Bem Mode- _ Mode- . - _ ] _ -
rads POUCO p Baixa rada Alta p i wv p Sim Nao p Sim  Néo p Sim Néo p
Comprometi-
mento
linfonodal
(N)
N+ 14 26 1 0,444 12 23 4 0255 7 22 8 3 090 31 5 0778 11 16 0809 9 5 1,000
NO 29 36 4 15 38 15 11 37 12 4 49 11 19 24 18 12
Estadiamen-
to clinico
I 23 22 3 0,141 7 26 14 0,005 9 31 6 0 0,028 38 7 1000 13 20 0,634 16 10 1,000
mnv 20 40 2 20 35 5 9 28 14 7 42 9 17 20 1 7

Teste Qui Quadrado, *p < 0,05.
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O padrao de expressao nuclear da ciclina D1 nas regifes do epitélio adjacente ao
tumor, displasia, tumor (superficie tumoral e front de invasdo tumoral) e os controles
positivo e negativo estdao exemplificados na Figura 6. Observa-se a imunomarcagao
da proteina nas camadas basal e parabasal no epitélio adjacente ao tumor na
intensidade forte (Figura 6A) e imunomarcacédo fraca na regido de displasia (Figura
6B). Na superficie tumoral e no front de invaséo, visualiza-se a marcacao forte nas
células neoplasicas (Figura 6C, D) e nas células periféricas das ilhotas e corddes

neoplasicos (Figura 6E, F).
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Figura 6- Expressdo nuclear de ciclina D1 em CE da cavidade bucal. (A) Imunomarcacdo de
intensidade forte (3) nas camadas basal e parabasal do epitélio normal adjacente ao tumor; (B)
Imunomarcacéo fraca (1) na camada parabasal de epitélio com displasia leve; (C, D) Imunomarcacgéo
forte (3) na superficie tumoral; (E, F) Imunomarcacgéo forte (3) no front de invasdo; (G) Controle
positivo com marcagdo dos queratinécitos da camada basal em tonsila; (H) Controle negativo.
MagnificagBes originais de 100X (C, E, G, H) e 200X (A, B, D, F).
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Ao longo da analise microscopica foi detectada a perda de material, diminuindo o n
inicial de cada regido. Quando analisado os campos do tecido quanto as regides, a
superficie tumoral apresentou alta expressdo em 57 (52%) casos, seguida das
regioes do epitélio adjacente ao tumor com 22 (58%), e front de invasdo tumoral com
16 (52%) casos sendo a displasia a regido com predominio de baixa expressao em
33 (62%) pacientes. Na Tabela 3 é possivel comparar a média da expressdo da
ciclina D1 nas regides, obtidas pelo score, de forma pareada no desenvolvimento da
neoplasia. Porém nao foi observada associacdo significativa entre a expressao da
proteina com a progressao tumoral (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacdo da média dos scores da expressdo de Ciclina D1 entre as regides de
superficie tumoral, displasia e epitélio adjacente ao tumor na progressao tumoral.

Regibes n Media do H-score Desvio padréo p
Superficie tumoral 110% 140,5 71,8

. 0,160
Displasia 53 116,9 64,4
Displasia 53% 116,9 64,4
Epitélio adjacente ao tumor Kih 133,3 57,7 0,075

® Casos ndo avaliados: Epitélio adjacente (n = 77); Displasia (n = 62); Superficie tumoral (n = 5);
Front de invasao (n = 84); Teste t para amostras independentes; p <0,05.

A Tabela 4 mostra a relacdo entre as caracteristicas clinico-patologicas e a
expressdo da Ciclina D1. Como pode ser notado, ndo houve correlacdo entre a
expressdo nuclear da proteina nas areas de superficie tumoral e do front de invaséo
com as variaveis analisadas. Porém, observa-se a maior expressao da proteina na
nas regides com tumores T1/T2, em 55% (superficie tumoral) e 71% (front de
invasdo) dos casos, e sem o0 comprometimento dos linfonodos em 64% das

amostras.
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Tabela 4. Correlacao entre a expressao de ciclina D1 na superficie tumoral e no front de invasdo com
as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes diagnosticados com CE da cavidade bucal.

Expresséo de Ciclina D1

Variaveis Superficie tumoral Front de invaséo

alta baixa p alta baixa p

n (%) n (%) n (%) n (%)
Tamanho do tumor primario (T)
T1/T2 25 (24%) 32 (32%) 0,433 10(32%) 12(39%) 0,433
T3/T4 24 (23%) 22 (21%) 6 (19%) 3 (10%)
Comprometimento linfonodal
N+ 21 (20%) 16 (16%) 0,217 7 (23%) 4(13%) 0,458
NO 28 (27%) 38 (37%) 9 (29%) 11 (36%)
Estadio clinico
I/ 20 (19%) 27 (26%) 0,429 7 (23%) 9(29%) 0,479
/v 29 (29%) 27 (26%) 9(29%) 6 (19%)
Gradacéao tumoral
Bem diferenciada 23 (21%) 22 (20%) 0,061 3 (10%) 7 (23%) 0,163
Moderadamente diferenciada 32 (30%) 26 24%) 10 (32%) 9 (29%)
Pouco diferenciada 0 (0%) 5 (5%) 2 (6%) 0 (0%)
TIL
Baixo 17 (16%) 10 (9%) 0,347 4 (13%) 4(13%) 0,429
Moderado 27 (26%) 30 (29%) 8 (27%) 5 (17%)
Alto 10 (9%) 12 (11%) 3 (10%) 6 (20%)

Padrédo de invasao
| 12 (12%) 8 (8%) 0,797 3 (10%) 1 (3%) 0,696

1 26 (27%) 29 (28%) 8 (26%) 11 (35%)

1 9 (9%) 10 (10%) 3(10%) 3 (10%)

v 4 (4%) 4 (4%) 1 (3%) 1 (3%)

Invasédo vascular

Sim 39 (41%) 40 (42%) 0,616 12 (44%) 12 (44%) 0,586
Nao 9 (10%) 7 (7%) 2 (7%) 1 (5%)

Invasao linféatica

Sim 17 (24%) 14 (20%) 0,470 7 ((39%) 3(17%) 0,897
Nao 18 (26%) 21 (30%) 4 (22%) 4 (22%)

Invasao perineural

Sim 15 (34%) 11 (26%) 0,494 6 (35%) 4 (24%) 0,906
Nao 8 (19%) 9 (21%) 4 (24%) 3 (17%)

Teste Qui Quadrado; *p < 0,05.

Agrupando as modalidades terapéuticas empregadas nos pacientes com CE da
cavidade bucal em trés grupos, analisamos sua correlacdo com as variaveis clinico-
patolégicas estudadas, com a finalidade de verificar sua aplicagdo como indicadores
de prognéstico (Tabela 5). Dados completos sobre a terapia instituida foram obtidos
de 91 individuos. Neste grupo, verificamos que o tratamento radioquimioterapico foi
correlacionado com estadios mais avancados e maior numero de 6bitos registrados
no periodo do estudo (p = 0,004). Os individuos que foram submetidos ao
tratamento radioterapia e quimioterapia (38%) apresentaram as maiores taxas de
recidiva do tumor (9%).



Tabela 5. Relagédo entre a modalidade terapéutica empregada e os indicadores de prognostico.
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Estadiamento clinico® Sitio Anatémico® Obito? Recidiva®
Modalidade terapéutica n (%) n (%) n (%) n (%)
Il Y D Lingua QoS 0 b
Cirurgia Exclusiva 22 (24%) 4 (5%) 6 (7%) 23 (25%) 6 (14%) 6 (30%)
fié“uri%?otz EZ?LOterapia 13(15%) 14 (16%) gagor  10(11%) 17 (19%) (g4 11 (28%) 0.002* 6 (30%) 0.078
Radioterapia 4(5%) 30 (35%) 13 (14%) 22 (24%) 23 (58%) 8 (40%)

Quimioterapia

Teste Qui Quadrado; *p<0,05; * N&o informados: Estadiamento clinico (n = 21); Sitio anatémico (n = 23); Obito (n = 19); Recidiva (n = 1).
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Avaliando os dados relativos a sobrevida em um tempo meédio de 24 meses,
identificamos que, na analise univariada, as variaveis maior tamanho do tumor
primario e comprometimento linfonodal estavam associados a menor taxa de
sobrevida global (SG). Em que aproximadamente metade dos pacientes com o0
maior tamanho do tumor primario (T4) e acometimento linfonodal regional (N+), no
periodo de 12 meses, vieram a Obito. Como pode ser observado nas curvas de

sobrevida representadas na Figura 7.

Sobrevida Global Sobrevida Global
104 | T 10
e il
084 T4 Q@ os
= i o5
— T3.cermored (1"
— - Ta.consored -
% 054 E 06
=
S 8
= a
Q. 04 2 o
- m 3
| p long rank = 0,000 : p long rank =0,001
0.04 o
r'o ,xﬁ !J,cn _,‘1 , \ '0_‘ A,|I‘L 10 : 1:': -.c':e '.~:'::: N‘i\‘/ :ﬁ‘o&
Tempo (meses) Tempo (meses)

Figura 7- Curva de sobrevida global (SG) com tamanho do tumor primario (T) e comprometimento
linfonodal (N). (A) Associagdo com T (p = 0,000). (B) Associagdo com N (p = 0,001). Modelo de
Kaplan-Meier (p < 0,05).

Tendo por desfecho final a ocorréncia da recidiva, a sobrevida livre de doenca (SLD)
foi correlacionada com a variavel etilismo (p = 0,048), estando a curva representada
na Figura 8. Verifica-se que 5% dos pacientes que possuiam o habito etilista
recidivaram em um periodo de 12 meses, aproximadamente, em um intervalo de

tempo de 24 meses.
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Figura 8- Curva de sobrevida livre de doencga (SLD) com etilismo pelo método de Kaplan-Meier (p <

0,05).

A analise de Regressdo Multivariada de Cox confirmou que os parametros maior
tamanho do tumor (T) e acometimento linfonodal (N+) sdo fatores prognosticos
independentes significativos (p = 0,004; p = 0,066) para SG, que podem aumentar o

s

risco a Obito do paciente em até 2 vezes. Enquanto, o etilismo é um fator
independente para SLD (p = 0,078) aumentando a chance de recidiva em mais de
uma vez, como pode ser observado na Tabela 6.



45

Tabela 6. Analise regressiva multivariada da Sobrevida Global e Livre de Doencga (n=115).

Sobrevida Global Sobrevida Livre de Doenca
Variaveis Categoria
HR (IC 95%) p value HR (IC 95%) p value
Etilismo Sim/N&o a a 1,28 (0,87-12,18) 0,078**
T TUT2/T3IT4 1,51 (1,61-13,15) 0,004* a a
N NO/ N+ 1,58 (0,18-1,05) 0,066* a a

#Variavel no incluida na analise; *SG: p < 0,2; **SLD: p<0,1.

A expressao de Ciclina D1 no tumor ndo mostrou ser um fator de progndstico
significativo para as curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca (Figura
9).
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Figura 9 - Curva de sobrevida global (SG) e livre de doenca (SLD) com a expresséo da ciclina
D1 categorizadas em alta e baixa no tumor pelo método de Kaplan-Meier (p < 0,05).

Quando avaliado os possiveis indicadores de prognoéstico gradacao tumoral, padréo
de infiltragdo linfocitario tumoral, padrdo de invasdo tumoral, invasdo vascular,
linfatica, perineural e resposta ao tratamento néo foi possivel estabelecer correlacao

com as curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doenca.
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5 DISCUSSAO

Em nosso estudo verificamos que a expressao da ciclina D1 pode estar relacionada
com o inicio do desenvolvimento da neoplasia, visto que os resultados demonstram
maior porcentagem na marcacao da expressao da proteina em casos com tumores
menores (T1/T2) e sem comprometimento linfonodal, tanto na superficie tumoral
guanto no front de invasédo. No entanto, observamos maior quantidade de casos com
estadiamentos avancados, o que pode explicar a falta de correlacdo entre a

expressado da proteina com os possiveis indicadores de prognadstico.

Jirawatnotai e Sittithumcharee (2016) relataram que a superexpressao de ciclina D1
em tumores esta associada com as mutacdes génicas, em que a alta expressao da
proteina funciona como uma forca motriz para a proliferacdo das células
neoplasicas. Choi e Sicinski (2013) demonstraram a importancia da funcéo de ciclina
D1 no inicio da tumorigénese através do estudo com camundongos deficientes em
ciclina D1 (ccndl - / -), resistentes a formacdo de neoplasias induzidas por ras- e
erbb2. Os resultados apontaram que a expressao de ciclina D1 é necesséria para o

desenvolvimento de neoplasias malignas induzidas por oncogenes.

Na andlise da progressdo tumoral ndo foi possivel notar correlacdo entre a
expressao da ciclina D1 com as regifes de Tumor x Displasia e Displasia X Epitélio
adjacente ao tumor podendo ser devido ao n de amostras. Entretanto, constata-se a
expressdo de ciclina D1 nas regides com displasia e na superficie tumoral, e sua
importancia na progressao inicial da tumorigénese. Turatti et al. (2005) observaram a
expressao de ciclina D1 na maior parte dos casos de CE da cavidade bucal (67%) e
em alguns com displasia moderada a grave (8,6%), indicando que o0s principais
componentes do fator de transcricdo de ciclina D1 estavam alterados no epitélio
displasico e no carcinoma. Ramakrishna et al. (2013) examinaram a expressao de
ciclina D1 em mucosas bucais normais de ndo tabagistas e tabagistas, e no tecido
displasico. Esses autores obtiveram como resultado a maior expressao de ciclina D1
nos casos de displasia epitelial quando comparada ao epitélio normal, ndo havendo
correlacdo de ciclina D1 com o grau de displasia, ou mesmo com o hébito tabagista.
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Haken et al. (2014) evidenciaram uma superexpressao de ciclina D1 (moderada e
forte) em 46% dos tumores de cabeca e pescoc¢o analisados, além de demonstrarem
um potencial valor de progndéstico a partir da amplificagdo do gene CCND1 e da
expressdo de ciclina D1 na sobrevida global dos pacientes com CE da cavidade
bucal. Noorlag et al. (2016) identificaram a expressdo de ciclina D1 como um
biomarcador para metastase nodal oculta em CE da cavidade bucal precoce.
Entretanto, em nosso trabalho ndo houve associacdo da expressédo da proteina com

as caracteristicas clinico-patolégicas avaliadas.

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho e nos supracitados nota-se que a
superexpresséao de ciclina D1 nem sempre esta relacionada com as variaveis clinico-
patolégicas estudadas. Ou mesmo, que essas modificacbes observadas no
microambiente tumoral pela expressédo da proteina possam necessariamente levar a

evidentes transformacdes clinico-morfolégicas ou histopatolégicas.

No trabalho observamos a maior ocorréncia de baixo grau de infiltrado linfocitario
tumoral (TIL) em individuos tabagistas. O que pode ser explicado pela exposicédo
continua das substancias toxicas, muitas delas carcinogénicas, presentes no tabaco
provocando agressdes, lesbes e mutacdes nas células da cavidade bucal,
principalmente em células apresentadoras de antigenos. Isto contribui para a
imunossupressdo da imunidade celular responsavel pela defesa do organismo no
desenvolvimento da neoplasia, fato que corrobora com achados de Shalapour e
Karin (2015) e Costa et al. (2016).

Gomes et al. (2015), Souto et al. (2011) e Souto et al. (2014) demonstram o efeito de
agentes exogenos, como a radiacdo ultravioleta e o habito tabagista, na deplecdo
das células dendriticas (DCs), na diminuicdo do infiltrado inflamatério e na
modulagéo da resposta imune diferenciada em individuos com céancer de labio,
gengivite cronica e periodontite crdnica, respectivamente. Como também analisado
por Costa et al. (2013), em que foram encontradas uma predominancia de
macrofagos do fenotipo M2 no microambiente tumoral de individuos com CE da
cavidade bucal, o que pode contribuir para a imunossupresséao local, via producéo
de TGF-b, e consequente aumento do comprometimento linfonodal e menor tempo

de sobrevida do paciente.
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Abbas et al. (2013) abordam a imunidade adaptativa (linfocitos T CD8+ ou T
citotéxicos) como o principal processo de defesa do organismo ao desenvolvimento
do céancer. Todavia, esses autores notaram certa deficiéncia na imunidade celular
em individuos com CE da cavidade bucal quanto a alteracdes na quimiotaxia dos
monaocitos e na interagcdo entre 0os monocitos apresentadores de antigenos e 0s
linfécitos, o que ocasiona o crescimento neoplasico. Srinivas et al. (2012)
evidenciaram uma quimiotaxia neutrofilica lenta em individuos tabagistas quando

comparados com nao-tabagistas em pacientes com periodontite crénica.

Como observado em nosso estudo, 42% dos pacientes eram tabagistas e etilistas
concomitantes, fato que pode intensificar a correlacdo encontrada entre o baixo grau
de infiltrado linfocitario tumoral e o hébito tabagista. Visto que, a ingestao de bebida
alcodlica, pode atuar como um imunossupressor na resposta inflamatéria e um
solvente responsavel pela maior absorcéo dos carcindgenos encontrados no tabaco
pela mucosa bucal, o que leva ao aumento do efeito destas substancias no processo
de tumorigénese. Fato evidenciado por Ferreira e Rocha (2010) e INCA (2014), em
gue exibem o &lcool como um possivel supressor imunolégico, solvente e
potencializador das substancias cancerigenas presentes no cigarro. Segundo Perez-
Ordofiez, Beauchemin e Jordan (2006), a maior ocorréncia de CE da cavidade bucal
tém sido associado com o tabagismo, logo, considerado um dos fatores principais de

risco para sua ocorréncia.

Ademais, nota-se elevada presenca de altas concentracdes de infiltrado linfocitéario
em tumores menores (T1/T2) e estadios iniciais (I/Il). Fato que pode ser explicado
devido a mutacOes geradas nas ceélulas da cavidade bucal que muitas vezes
conseguem evadir aos mecanismos de reparo do DNA levando a proliferacdo
dessas células alteradas, e assim o desenvolvimento da neoplasia. Com o inicio e
progressdo do cancer tem-se a resposta da imunidade celular, 0 que acarreta no
aumento do infiltrado linfocitario, principalmente linfécitos T CD8+, na regido de
proliferacdo neoplasica, retardando o crescimento tumoral. Cho et al. (2011)
observaram em seu trabalho a correlagdo entre o elevado grau de infiltrado
inflamatério (linfécitos T CD8) com tumores menores e estadios iniciais, o que
corrobora com o0 nosso estudo. Logo, o aumento do nivel de infiltrado linfocitario em

tumores menores e estadios iniciais podem estar relacionados ao aumento da


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez-Ordo%C3%B1ez%20B%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=16644882
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez-Ordo%C3%B1ez%20B%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=16644882
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beauchemin%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=16644882
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jordan%20RC%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=16644882
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resposta imunoldgica primaria e, com isso a diminuicdo da taxa de proliferacédo
tumoral. Affonso et al. (2015) abordam em seu estudo a utilizagdo da intensificacéo
da atividade do infiltrado linfocitario tumoral como possivel indicador de progndstico,
visto sua relacdo com o risco de metastases linfonodais, o grau de malignidade

tumoral e estadiamento inicial.

Clark e Vignjevic (2015) demonstram que o estroma tumoral em conjunto com o
infiltrado linfocitario, responsavel pela liberacdo de substadncias no microambiente
tumoral que funcionam como sinais extracelulares, desempenham importante funcéo
na regulacdo do padrdo de invasao tumoral. Nota-se neste trabalho a correlacéo
entre o padrdo de invasao tumoral do tipo IV com o maior tamanho do tumor (T3/T4)
e o estadio avancado (lll/IV), caracteristicas que podem estar associadas a

agressividade tumoral.

Alaeddini e Etemad-Moghadam (2016) observaram o aumento da probabilidade de
invasdo tumoral em neoplasias de alto risco (T3/T4 e estadios avancados) quando
comparados com aqueles de menor risco. Marsh et al. (2011), também, obtiveram
associacao entre a quantidade de Obitos com o estadio avancado e o padrdo de
invasdo tumoral do tipo IV em CE da cavidade bucal. Suresh et al. (2015) analisaram
em seu trabalho a utlizacdo de possiveis fatores clinicos-patolégicos e
biomarcadores no papel de preditor de metastases cervicais em pacientes com
CECP, como resultado, obtiveram significancia entre o padréo de invaséo do tipo IV
com a maior probabilidade de metastase linfonodal. No entanto, em nosso estudo o

padréo de invasdo tumoral ndo apresentou correlacdo com nenhuma outra variavel.

Outro parametro analisado, no estudo, que apresentou correlacédo foi a invaséo
perineural com o menor tamanho do tumor primario (T1/T2). A presenca de invasao
perineural em tumores T1 e T2 tem sido associada ao acometimento de linfonodos,
menor sobrevida e pior prognéstico (LEIBIG et al., 2009), e pode ser visualizada na
auséncia de invasao linfatica ou vascular. No entanto no presente estudo ndo houve
correlacdo com o comprometimento dos linfonodos e outras variaveis, possivelmente
devido a menor quantidade de casos com pecas tumorais € com acometimento

linfonodal.
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Os mecanismos pelo qual ocorre a invasdo perineural ainda ndo estdo bem
estabelecidos, porém teorias sdo propostas. Bindmadi e Basile (2011) propdem que
0 espaco perineural proporciona um microambiente favoravel para o
desenvolvimento de células advindas de malignidades que apresentam afinidade
com o sistema nervoso. Provavelmente ocasionado por fatores celulares que atraem
as células neoplasicas, e assim, estimulam sua progressdo celular ao longo dos
nervos, sendo considerada uma forma de metastase tumoral. Em CE da cavidade
bucal a incidéncia de invasdo perineural € elevada, sendo uma caracteristica

patolégica significativa nas neoplasias de cabeca e pescoco (KURTZ et al., 2005).

Rahima et al. (2004), Leibig et al. (2009), Marchesi et al. (2010) e Tai et al. (2013)
evidenciam a associacdo desse parametro com um pior prognostico em diversas
neoplasias malignas e um determinante para a agressividade relacionada ao
aumento do espessamento tumoral. Tai et al. (2012) e Yeh et al. (2014)
demonstraram que a invasao perineural impacta negativamente casos iniciais que
apresentam o menor tamanho do tumor (T1) em CE da cavidade bucal, além de
estar correlacionada a metastase do linfonodo regional, a recidiva do pescoco e a
baixa sobrevivéncia no inicio do carcinoma. Com isso, os dados aqui apresentados
deverdo ser melhor investigados em estudos futuros para a melhor compreensao da

progressdo tumoral.

Em relacdo a modalidade terapéutica instituida, foi possivel observar no estudo a
correlacdo entre o tratamento radioquimioterapico realizado pelos pacientes com o
estadiamento avancado da doenca, fator prognostico ja bem estabelecido na
literatura, levando ao maior numero de o6bitos devido a agressividade da doenca
(INCA, 2001; da SILVA et al., 2015; NANDAKUMAR, 2016).

Os resultados obtidos a partir da curva de sobrevida global mostram que a avaliagédo
do maior tamanho do tumor e o acometimento linfonodal estéo correlacionados a um
pior prognostico dos pacientes com CE da cavidade bucal. A analise multivariada
confirma os achados, verificando-se o aumento do risco de 6bito em até duas vezes
para os fatores maior tamanho do tumor e linfonodos positivos, dados jA bem
fundados na literatura (INCA, 2001).



51

Na sobrevida livre de doenca nota-se o risco aumentado de recidiva da doenca em
individuos que apresentam o habito etilista. Califano et al. (2000) e Perez-Ordofiez
et al. (2006) abordam que a exposi¢cdo prolongada as substancias toxicas e
carcinogénicas presentes no alcool e no tabaco levam a transformacgdes celulares
neoplasicas, o que corrobora com as modificacbes genéticas pré-malignas
encontradas na mucosa adjacente ao carcinoma priméario, podendo estar
correlacionado a alta frequéncia de recidiva local observada no CE da cavidade

bucal.

6 CONCLUSAO

A expressao da ciclina D1 ndo mostrou ser um bom marcador de progresséo tumoral
e prognostico, visto a falta de associacdo com as caracteristicas clinico-patolégicas
e a analise de sobrevida. No entanto, sdo necessarios mais estudos com maior
namero de pacientes com estadio inicial para a melhor compreenséo de seu papel

na progresséo tumoral em carcinoma epidermoide da cavidade bucal.

A partir da andlise dos possiveis fatores de progndstico, conclui-se que o baixo
padréo de infiltrac&o linfocitario tumoral (TIL) teve correlacdo com o habito tabagista,
e o alto TIL com o menor tamanho do tumor e o estadio inicial da doencga. O padrao
de invasao tumoral do tipo IV apresentou relacdo com o maior tamanho do tumor e o
estadiamento avancado, e a presenca de invasao perineural associacdo com 0

menor tamanho do tumor.

A menor sobrevida global mostrou relagdo com o maior tamanho do tumor e o
acometimento linfonodal, enquanto, a sobrevida livre de doenca exibiu associacéo
com o habito etilista, em que individuos etilistas recidivaram em um tempo menor.

Correlag6es confirmadas pela analise multivariada.
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ANEXOS

8.1 Anexo 1

Comité de Etica em Pesquisa - CIAS
CENTRO INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE
Unimed Vitéria

Vitoria, 27 de junho de 2011.
Projeto No: 318/2011
Parecer: 21/2011 [_|Inicial ] Concluséo

Titulo: Estudo de Cancer de Cabega e Pescogo no Brasil

Instituicao: Hospital Santa Rita de Cassia
Pesquisador: José Roberto V de Podesta

Grupo e Area Tematica Especial: 1A

Prezado Pesquisador

Ap6s o recebimento e apreciagdo do projeto e das respostas as pendéncias formuladas, seguem as

observagoes deste Comité:

1. Adequar os objetivos de acordo com hipéteses formuladas em linha com a justificativa do projeto.

Parecer do CEP: pendéncia atendida

2. Incluir, na metodologia os critérios de selegdo (inclusdo e excluséo) amostral assim como caracteristicas
outras que sejam pertinentes. Explicitar, ainda na metodologia, o estudo piloto, e sua metodologia.
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. O estudo piloto n&o foi contemplado na metodologia, mas é citado na

pagina 17.

3. Justificar auséncia do calculo amostral
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. E citado na pagina 10 (metodologia) que a amostra sera de

conveniéncia.

4. Adequar o TCLE & CNS 347/05 de Janeiro 2005 e incluir campos para identificagdo de quem aplicou o
TCLE. E direito inalienavel do sujeito de pesquisa saber ou ndo querer saber sobre seus resultados de
exames realizados em sua propriedade bioldgica, tenha ou n&o aplicabilidade clinica. Pede-se, portanto, para
rever a informagéo sobre o tema no TCLE.

Parecer do CEP: pendéncia atendida. TCLE devidamente adequado e, sobe nossa avaliagéo, dentro dos
critérios éticos e alinhados com a resolugao 196/1996 e suas complementares.
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CENTRO INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE
Unimed Vitéria

5. Corrigir o cronograma
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Cronograma corrigido.

6. Incluir Declaragbes de Infraestrutura de todas as instituicdes hospitalares participantes, inclusive a do
Hospital que assina a Folha de Rosto.
Parecer do CEP: pendéncia atendida. Declarages entregues.

7. Informar no dossié se as amostras biologicas permaneceréo identificadas e no pais ou se serdo exportadas
elou desvinculadas dos respectivos sujeitos.

Parecer do CEP: pendéncia atendida

CONCLUSAO

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa acima citado, foi considerado:

APROVADO

E parecer desse comité que o referido projeto e demais documentos apresentados, atende aos
aspectos da Resolugdo CNS 196/96 e complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos. Estamos aguardando o parecer final da CONEP.

Foram aprovados os seguintes documentos:

» Projeto de pesquisa versao de 1° de abril de 2011;
» Declaragdo de infraestrutura versdo 27 de abril de 2011;

» Respostas as pendéncias versao 27 de abril de 2011;

O primeiro relatério de andamento do projeto devera ser encaminhado a este CEP até o dia 27 de
dezembro de 2011.

Atenciosamente,

Dr. AlvarmAdspaoeieGanvedis de Morais

Coordenad @ Tmite e Bg®Rm Pesquisa em

Seres Humanos do CIAS
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CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N°. 681/2011
Registro CONEP 163525 (Ecte n* ceve car offaco nas ocrmecpondénolas referantsc 2 ecte projeto)

CAAE - N3o ha CAAE ou n® de Folha de Rosto Processo n®25000.088021/2011-05
Projeto de Pesquisa: Estudo de Gancer de cabegs e pescogo no Brasi”. Termo de
Consentmento Livre & Esclarecido de 10/04/2011.

PesqmsadorRespmsavel Josée Carlos de Oliveira

Instituigdo: ACCG/nstituto Ensino e PesquisaHospital Aradjo Jorge (1° CENTRO
BRASILEIRO)

CEP de origem: CEP - ACCG - Instituto de Ensino e Pesquisa/GO
AreaTemdlcaBpeaatGenebcahmma

Sumario geral do protocolo

O cancer de cabega e pescogo, compreende um grupo de neoplasas que surgem
na cavidade oral, faringe = larings. Eosextoupodecancerrmsoormmemtodoo
mundo, represmtzﬂooercadeﬁ%dosmdecancef Em todo o mundo, mais de
500.000 nowos casos e 300.000 obitos por cancer de e pescoco s30 estimados

para ocorrer a cada ano. Este meio milhao de casos inclui 700 canceres da cavidade
ord It?200caneresdefangee169600cawesdala1me As taxas de ncidéncia
padlumdassaol5,3e45pa1000whanmsemhers respectivamente. As taxas
de incidéncia no Brasd s3o cerca de 22,1/100.000 e 2,3/100.000 para homens e mulheres,

respectivamente.
Ou'atameDprinétiovariadeaoocdoma anatomica e estadio da
_Para a maiona dos tipos de cancer di emestachosnoatsa

rssecgaocnrgncaeapnwdnndahdadedeum No entanto, para certos sitics
a\aomooscomasamgddas abasedalmg.uaeoassod‘aodaboca.bemoormpza
todos os cancerss localmente avangados. radioterapia € usada, isolada ou combinada
commmaAq:moherapsapodeseuhhzadaemassoaagaomaradoﬁerap'aNo
mp‘z&aslamadesobrewdaem5mandaemiemrag):c

icagdes recentes um pap=l infecc3o nasd)mndados
pacentes com cancer de e pescogopa(eer d»axxop?e@o sobre HPV). Os
Pdnmﬁsnnsga\ewosmga\esderemdoDMosgenestQdocehlar o
metabohs:mcatunogemo ewasdegenesdofatadeaesamneoforznmaisadosem
relagaoaprogessaoesobrevﬂadepauetﬂscomcamerdemas
superiorss (VADS). Polimorfismos nos genes XRCC1, FGFR e CCND1 foramassouados
com a sobrevida em pacientes com cancerss das VADS em pelo menos 2 estudos. No
entanto, Hopkins ef &l criticou que esses estudos eram pequenos (<300 casos). muitas
vezes tinham descrigdes inadequadas da populagio em estudo, ndo consideraram as

Mﬂasdefamapmpnadaepodanestarwmawesdeptﬂcagao

Assmnaoenstenmnwmemoesmdosdesewmemodepauenheswncmoerde
cabeca e pescogo, que parmitam 3 valiagdo simultinea do papel do fumo, alcoadl, HPYV,
genetica = tratamento
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Cort. Parecer CONEP . 8212011

©832: No Brazil, 3ém do censro em tela, esta pravista a parscipagio dos seguntes centroz: Hozphal
do Cancer de Sarretos/SP (Or. André Lopes Carvalho'CEP do Hospital CSncer Bamretos); Hospitsl Erasto
Gaertrer®R (Dr. Gyl Henrique Albrecht Ramos & Dra. Pacia Peadruzz/CEF do Hozpital Erasto Gaertnery;
Hozpka A C Camarpo’2® (Dr. Luiz Pauio Kowalzsk] & Dr. Mauro Kazuo keda'CEP do Hospitsl do Cancer-A
C Camarpo/2P ) Associagio de Combate 3o Cancer em Goldz/Hozpa Aragjo Jorge/GO (Dr. José Carios
ds Ofveirs = Dre. Mara Pada Curado'Comitd de Etica do Hozpital Arago)r Departamento de
Ctomrinclanngoiogia UFGO Golania'GO (Dr. Claudnel Canddo Costa/CEP do HC da UFG); Faculdade de
Medicna do ASC/SP (Dra. Joszl Lado Kanday' CEF NAO INFORMADO); Liga Norte-Ric~Grandenze Contra ©
Cancer/SN (Or. Ricardo Joz2 Curicso da &iva e Dr. Luls Ecuardo Sarbalho de Melo /CEF da Uga Norte-
Ric-Grandense Contra o Cancer); Instiuto do Cancer do Cears/CE (Dr. Eric Femandes de Sowza/CER NAO
INFORMADC); FCECON - FundagSo Centrc Controle de Oncologia/AM (Dr. Marco Antonlo Cruz Rocha e
Dr. Jaferson Moreira de Medeiroz/CEP NAOQ INFORMADO); Hozpty HeldoolinSF (Dr. Caros Neutzing
Lenn CEF NAO INFORMADO): Hozpital Santa RUSAFECE - Aszociagio Seminina de Educagio = Combate
30 CancerE2 (Dr. Jose Roberto Vasconcelos de Podesta/Comité de Etica em Pesguisa — CIAZ); Pontficis
Universidgade Catdiica de Campinas’SP (Dr. José Francisco de Sales Chagas ¢ Dr. Maris Eeaiz Nogueina
Fazcoal/CEP da PUC Campinas) Hospital Universtario®Un2 (Dr. Luz Augusio Nascimento & Or. Jullsno de
Facua Nakazhima/Comité de ética em Fesquisa - Fundazic de Ensino & Pesquiza em Clénclas da Sadde);
rstituto Naclony do Céncer — INCA/RJ (Dr. Fermando Lulz Dias, Dr. Roberto Aragjo Lima 2 Dra. izabelid
Cozta Samtoz'Comits de Efica & Pesguisa do INCA) mstiuto Eraziisiro de Conmtrole do CAncer/SF (Dra.
Adrisns Sonderman, Dr. André Bandiera de Civera Santos e Dr. Fabio Roberto FInia'CER go BCC -
instituto Eraslisiro de Controle do CSncer); Hozpital das Clinicas ds Facudade de Medicina da USP/CSP (Dr.
Lerine Gaca Srand$o'CER NAC INFOSMADOL Hozpltal Amaral Canalo FUNDAGAD AMARAL
CARVALHOICP (José Getulo Segala/Comeé de Exca em Pesquisa FundazSo Hospitsy Amary Canvalho) &
Departamento de Ctorrinolaringoiogia & Cinrgla de Cabega e Pezcogo Universidade Federsl de 280
Fa4o/UNIFESPISP (Frof. Dr. Marcos 3. Pava/Comité de Elica am Pezquiza).

Cazo ocorra modficazSo nezsa informag8o, o CEP do 1° Centro deve zer informado para
comunicagio & CONEP. O CEP deve enviar copla desza comunicagio para o pesquisador responsavel do
zeu Centro. Reszalta-ze que oz centroz que nSo pozsuem Comvtés da Etica em Pazguiza - CEP, devem
solickar 3 CONER a ndicaglo de um CEP para a anaize do projeto.

NOTA: Cazo na ex o do profocoio, em um detenmingdo Canto, hale parteris de Insttuicles no
recrutamento efou de siyfeitos de pesquiza, solita-se a0 CEF corespondents que observe
cuidagosamente 05 seguinfes aspectos, confrme exiplnclas éficas expi®adas nos Bens W.30, V.6,
VIZ2h VI2L VI3d e Vi3g da Resolucdo CNS 70608 & Xem NV.7.m da 30 CNS n° 251/97, com
visias 3 garantia da ass'sténcia 20 syeMo 00 pesquisa, sam prelui2o 30 Sistema Unico de Saude:

1) formas de recricamento e referdncly de syelos de pesquisa; se serc paclentes do SUS e ow’
pamculares; em gue Insttuicdo exSo registrades, ou a3, Qual Insttukdo assume 35 responsatiicades
inerantes 3 dnsttucSo de Pesquiza®

2) descric8o da infra~estrutura disponivel para 3 92 pesquisy;

i m:;sw : reaitzacso

4) anuéncia assinada peia dreforla técnica o= insttuiples parcelras, pars assiséncla dos syeitos os
pesquisa, quando for 0 cas0, com apresentacdo de convénios ou cutras relagles envoivendo Dessoas
Jm‘%'

Resszalta-s2 gque, havendo envolvimento do SUS em parcerias com instituwipdes pvadas, a avaliagdo desse
aspecto exirapcia as atibuiples do Sistema CEFs-CONEF, gevendo 0 pesquisador & o responsavel pela

30 Cuzcar @ manfesiagio do Poder Pdbico Corelato (estacual ou municlodl), por meic o
respectiva Assessoria Juridica, ém cumprimento & Lel Orgdnica da Sadde 8000:91.

Brasilia, 25 de outubro de 2011.
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8.2 Anexo 2
NHS
National Research Ethics Service

Coventry Research Ethics Committee

2nd foor West Ving
Universty Hospital
Cliord Bridge Road
Covantry
CV2 20X
24 February 2010
Telephone: 024 7695 7529
Facsimila: 024 7808 5063
Professor Hisham Mehanna
Institute of Head & Neck Studes & Education
University Hospital
3" fioor opposite Ward 32
Clifford Brdge Road
Coventry CV2 2DX
Dear Professor Mehanna
Study Title: Improving treatment selection using Predictive
Classifiers of Treatment Response for Head and Neck
Cancers and dysplasia.
REC reference number: 10/H12109
Protocol number: Version 1.0

The Research Ethics Committee reviewed the above application at the meeting held en 16
Febeuary 2010. Thank you for attending to discuss the study.

Ethical opinion

You advised the Committes you were aiming to develop treatment response
classification to help predict response to tregtment for two types of patients; first
patients who have laryngeat voice box or mowgth and throat cancer, second patients
with laryngeal and mouth dysplaysia. Through using the formula you weuld be able to
predict whether a patient with cancer with thessa characteristics would be best
receiving surgery rather than chemotherapy similarty whethar patients with oral
dysplaysia would bester respand to surgery rathers than a ‘wait and see’ approach thus
indwvidualising treatment for those patients. By linking a series of chemotherapy and
gensatic tests on the samples and responses to treatment in relevant cohort of patients
you have target diseases or cancers by correiating blomarkers. This was a weld known
protocol for developing biomarkers and classfications in UK, i.e. blomarker road map,

Accarding to the pilot study out of 100 patients 80 couk! not now be traced so the
Commatee wanted 1o know how you wauld know how the patents had progressed if
you could not contact 80%. You explained that patients had been treated and biopsied
in the local hospital then followed up, some died some didn't and you would follow up
the local ones. You would ask the local team for patients’ tissue and pseudo
ancnymised outcome dats; 1.e. link anonymisad you had no way of tracking the code

The local centres were responsible for consenting patients via the cperating consent
ferm so the Commitiee wondered if there was a possibility of tissue from someaone
who did nol consent being included in the study. You stated that where there was
agreement they would be induded but before September 2008 patients’ samples
could be usad without their express consent provided they were anonymised. Under

This Bisearch Lthics Tommillee o an advisory cemmities to Wett Mdlands Stategic Hoalth Authoety

The Nanooed Aeseecch Ethes Sevae (MSES) reprenents the NRES Directarste within
the National Pacient Safwty Agency and Beseasch £ibics Commitsens  Englany
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Statement of compliance

The Committee is constituted in accordance with the Governance Arrangements for
Research Ethics Committees {July 2001) and complies fully with the Standard Operating
Procedures for Research Ethics Committees in the UK.

After ethical review

Now that you have completed the application process please visit the National Research
Ethics Service website > After Review

You are invited to give your view of the service that you have received from the National
Research Ethics Service and the application procedure. If you wish to make your views
known please use the feedback form available on the website.

The attached document “After ethical review — guidance for researchers” gives detailed
guidance on reporting requirements for studies with a favourable opinion, including:

Notifying substantial amendments
Adding new sites and investigators
Progress and safety reports
Notifying the end of the study

The NRES website also provides guidance on these topics, which is updated in the light of
changes in reporting requirements or procedures.

We would also like to inform you that we consult regularly with stakeholders to improve our
service. If you would like to join our Reference Group please email
referenceqgro res npsa.nhs.uk.

Please quote this number on all correspondence |

With the Committee’s best wishes for the success of this project

Yours sincerely

N dory
Mr Stephen Keay —

Chairman
Email: pauline.pittaway@uhcw.nhs.uk

Enclosures: List of names and professions of members who were present at the
meeting and those who submitted written comments

“After ethical review — guidance for researchers SL-AR2

Copy lo: Mrs Cerl Jones, R&D, UHCE&W NHS Trust
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