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RESUMO

Modesto DF. Estudo da via do PTEN/MTOR/AKT nos carcinomas epiderméides
de gengiva, rebordo alveolar e palato duro. Sao Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-

Fundagdo Antdnio Prudente].

OBJETIVOS: O desenvolvimento do cancer de cavidade oral estd relacionado com
o acimulo de alteragdes genéticas. A ativacao da proteina AKT esté relacionada com
a proliferacdo e progressao tumoral em diferentes tipos de neoplasias. Acredita-se
que as MAP cinases juntamente com a via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR e PTEN
promovam a proliferagdo ndo coordenada e o aumento de sobrevida celular, agindo,
portanto na progressdo do cancer. Contudo, estudos sobre as expressdes destas
proteinas nos carcinomas epidermédides (CEC) de boca ainda sdo escassos e
controversos. METODOS: As expressdes imunoistoquimicas de PI3K, p-mTOR, p-
AKT, p-MAPK e PTEN foram detectadas em 125 amostras de CEC de gengiva,
rebordo alveolar e palato duro, e o estatus do gene PTEN foi pesquisado por FISH
em 84 destas amostras. Foram analisadas as correlagdes das proteinas supracitadas
com dados clinicopatolégicos e de sobrevida. RESULTADOS: Associacdes
estatisticamente significativas foram encontradas entre localizacdo do tumor e género
sendo tumores de gengiva e palato duro predominantes em homens e tumores de
rebordo alveolar em mulheres (p=0,002). Os tumores de palato duro também
mostraram associacdo com o tabagismo (p=0, 010). Em relacdo aos marcadores
imunoistoquimicos, observamos positividade citoplasmética das proteinas PI3K, p-
mTOR, p-MAPK, p-Akt e PTEN na maioria dos casos (92,4%, 88,2%, 88,3%, 94,2%
e 75% respectivamente). Positividade nuclear foi observada para as proteinas p-
mTOR, PTEN, p-Akt e p-MAPK (42,9%, 72%, 64,2 % e 58,2% respectivamente). A
expressdao na membrana celular foi encontrada somente para a proteina p-mTOR em
44,5% dos casos. Correlacdo estatisticamente significante foi encontrada somente
entre a expressao da proteina PI3K e etilismo (p=0,026) e a expressao de p-MAPK e
CEC estadios Il e IV (p=0,0042). Menores taxas de sobrevida livre de doenca foram

encontradas em pacientes com CEC III/IV (p=0,001). Pacientes com positividade



nuclear de p-mTOR mostraram um aumento significativo nas taxas de sobrevida
livre de doenca. Os pacientes com delecdo de PTEN mostraram probabilidades de
sobrevida livre de doenca e sobrevida global nas andlises univariadas maiores que as
dos pacientes dipléides para PTEN (p=0,011 e p=0,044 respectivamente).
CONCLUSOES: As observagdes sugerem que a via PTEN/mTOR/Akt, PI3K,
MAPK exerce um papel importante nos carcinomas de gengiva, rebordo alveolar e
palato duro, sendo a delecdo de PTEN um fator progndstico associado a melhor
sobrevida. Novos estudos com maior casuistica devem ser realizados para a

validacdo destes dados.



SUMMARY

Modesto DF. [Study of the PTEN/MTOR/AKT pathway in squamous cell
carcinoma of gums, alveolar ridge and hard palate]. Sao Paulo; 2012. [Tese de

Doutorado-Funda¢do Antonio Prudente].

OBJECTIVES: The development of oral cavity cancer is related to the
accumulation of genetic alterations. The activation of Akt is associated to
proliferation and progression of many malignancies. It is believed that the MAP
kinases with PI3K/Akt/mTOR signaling pathway promote uncoordinated
proliferation of PTEN and increased cell survival, acting in the cancer progression.
However, studies of these proteins expression of oral squamous cell carcinoma are
few and controversial. METHODS: The expression of PI3K, p-mTOR, p-AKT, p-
MAPK and PTEN was detected by immunohistochemistry in samples of 125 cancers
of the gums, alveolar ridge and hard palate, and the status of PTEN was investigated
by FISH in 84 samples. We determined the correlations between these proteins and
clinicopathological data and survival. RESULTS: Statistically significant
associations were found between tumor location and gender. Gum and hard palate
located tumors were predominant in men and alveolar tumors in women (p = 0.002).
Tumors of the hard palate also showed an association with smoking (p = 0.010).
Regarding immunohistochemical markers, we observed positivity of PI3K proteins,
p-mTOR, p-MAPK, p-Akt and PTEN in the cytoplasm of the most cases (92.4%,
88.2%, 88.3%, 94.2% and 75% respectively). Nuclear positivity was observed for
proteins p-mTOR, PTEN, p-Akt and p-MAPK (42.9%, 72%, 64.2% and 58.2%
respectively). The expression on the membrane cell was found only for the p-mTOR
protein in 44.5% of cases. Statistically significant correlation was found only
between the PI3K protein expression and alcohol consumption (p = 0.026) and
between p-MAPK expression and SCC stages III and IV (p = 0.0042). Lower rates of
disease-free survival was found in patients with SCC III / IV (p = 0.001). Patients
with nuclear positivity of p-mTOR showed a significant increase in disease-free

survival rates. Patients with PTEN deletions showed probabilities of disease-free



survival and overall survival in the univariate analyzes greater than those of PTEN
diploid patients (p = 0.011 and p = 0.044 respectively). CONCLUSIONS: Our
findings pointed the PTEN / mTOR / Akt, PI3K, MAPK pathway as important
players in carcinoma of the gum, alveolar ridge and hard palate. However, further

studies should be conducted to confirm these findings.
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1  INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA DE CAVIDADE ORAL

O cancer de Cabeca e Pescogo corresponde ao sexto tumor mais comum nho
mundo, sendo o cincer de boca o quinto tipo em incidéncia. E muito freqiiente na
Asia (India, Cingapura e outros paises da regido) representando nesta regiio mais de
50% de todos os diagnosticos de cancer (STUGIS 2004). No Brasil, segundo dados
do Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer de cavidade oral € a quinta
neoplasia mais comum entre os homens, sendo o quarto mais freqiiente na regidao
Nordeste (6/100 mil) e para as mulheres o oitavo mais freqiiente na regido Nordeste
(3/100 mil). O INCA estima para o ano de 2012 cerca de 518.510 novos casos de
cancer no Brasil. Do total, 14.170 (estimativa) serdo da cavidade oral, sendo 9.990
em homens e 4.180 em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 10 casos
novos a cada 100 mil homens e 4 a cada 100 mil mulheres. A Organizagdo Mundial
de Saide (OMS) estimou para o ano de 2030 uma incidéncia de 27 milhdes de casos
de cancer e esse aumento incidird em paises de baixa e média renda (Ministério da
Sadde 2011).

O cancer de boca inclui os canceres de labio e os da cavidade oral (mucosa
bucal, gengiva, palato duro, lingua parte oral e soalho da boca) acometendo com
maior freqii€éncia individuos do sexo masculino apds a 5* década de vida, cujos
fatores de risco, mais comumente associados € que possam ajudar no

desenvolvimento dessa doenga sdo: o tabaco e o dlcool. Contudo, muitas pessoas que



fumam e ingerem bebida alcodlica nao necessariamente irdo desenvolver esse cancer.
Outros fatores de risco também sao referidos pela literatura como: exposicdo
prolongada a radiacdes ultravioletas, infeccdes virais (principalmente pelo
papilomavirus humano [HPV]) e hereditariedade (LEE et al. 2007; SUBA 2007,
TOLMAN et al. 2007). O tipo histolégico mais freqiiente de carcinoma de boca é o
carcinoma epidermdide que representa mais de 90% dos casos (KURATOMI et al.
2006). Em relagao a topografia, 35% dos carcinomas epidermdides ocorrem no ldbio
inferior, 25% na lingua, 20% no soalho bucal, 15% no palato mole, 4% na gengiva
inserida, e 1% na mucosa jugal (KHAN et al. 2005).

O desenvolvimento desta doenca estd relacionado ao acimulo de alteracdes
genéticas, particularmente nos genes que regulam crescimento, diferenciacdo e morte
celular, em genes que promovem estabilidade, reparo do DNA e imunidade celular e
humoral (SCHOELCH et al. 1999; COLETTA et al. 2002).

O diagndstico e o tratamento do cancer de boca sdo baseados no estadiamento
clinico e dados clinicopatologicos, entretanto, tumores morfologicamente
semelhantes e no mesmo estddio clinico podem apresentar comportamentos
completamente distintos devido aos padrdes de expressdes génicas diferentes (IRIE

et al. 2004).

1.2 CARCINOMA DE GENGIVA/REBORDO ALVEOLAR

A gengiva pode ser considerada como uma unidade funcional e anatdmica
varidvel quanto a forma, contorno e localizacdo clinica, ou seja, é a parte da mucosa

bucal com fun¢do de revestir os processos alveolares e também as por¢des cervicais



dos dentes, revestindo os segmentos medianos e laterais tanto da mandibula quanto
das maxilas. A gengiva normal apresenta-se com colora¢do résea e encontra-se
separada apicalmente da mucosa alveolar, a qual geralmente € de coloracdo
vermelho-escura. Essa separacdao se d4 por uma linha mucogengival que pode ser
mais ou menos evidente, dependendo da queratinizacdo do tecido ou de sua
pigmentacgdo, e para ser considerada normal/saudavel, deve apresentar clinicamente
>2 mm de gengiva queratinizada. A gengiva divide-se em dois tipos; livre e inserida.
A livre tem cor rdsea, superficie opaca e consisténcia firme, localizada na porcao
coronal do tecido gengival das partes vestibular e lingual ou palatina dos dentes e na
gengiva interdental ou papila interdental. A gengiva inserida estende-se desde a base
do sulco gengival em direcdo apical até a juncdo mucogengival, fazendo limite com a
mucosa alveolar de revestimento, apresenta-se com textura firme e coloragdo résea
(AINAMO e LOE 1966; HASSELL 1993; WILSON 1996). O rebordo 6sseo
alveolar pode ser considerado como uma estrutura anatdmica formada por duas
laminas 6sseas relativamente delgadas e paralelas entre si que emergem do corpo da
mandibula e da maxila. Sua funcdo € de alojar e suportar as raizes dentdrias,
denominando-se assim as arcadas edéntulas inferior e superior total ou parcialmente
(diastemas, espacos, protéticos) (AVERY 1994).

O carcinoma epidermdide de gengiva acomete freqiientemente pacientes
acima dos 66 anos de idade (SEOANE et al. 2006). Diversos estudos relatam
aumento significativo da incidéncia deste carcinoma na populacdo assim como a
diminui¢do da diferenga na propor¢ao homem-mulher (BARASCH et al. 1995; LI et
al. 2004; BINAHMED et al. 2007). Sao raros os relatos do acometimento deste

carcinoma em idade pedidtrica. BILL et al. (2001), BINAHMED et al. (2007) e



STOLK-LIEFFERINK et al. (2008) relataram o aparecimento de carcinoma
epidermoéide de gengiva em criancas de 14 anos, 10 anos e 11 anos respectivamente.

Os fatores de risco para o carcinoma de gengiva ainda sdo controversos, a
maioria dos autores sugere a relagdo com o consumo excessivo de tabaco e dlcool
(SOO et al. 1988; BINAHMED et al. 2007). LI et al. (2004) relataram um caso de
carcinoma de gengiva na regido dos dentes 36 e 37 (1° e 2° molar inferior esquerdo
respectivamente) em um paciente que fez uso de tabaco mascado por mais de 10
anos. O carcinoma epiderméide de gengiva afeta frequentemente a gengiva dos
dentes inferiores (CADY e CATLIN 1970). SOO et al. (1988) revisaram os registros
do Centro de Cancer do Memorial Sloan-Kettering (Nova Iorque) e encontraram
76% dos casos envolvendo também a gengiva inferior, sendo a localiza¢cdo mais
comum o sulco gengivo-vestibular (TTW ARI 2000).

O carcinoma epiderméide de gengiva tem uma forte predilecao para invadir
0sso, especialmente quando localizado no alvéolo posterior e regido retromolar. O
padrao dessa infiltracdo e sua extensdo sdo fatores importantes que devem ser
analisados com cautela para que seja realizado um manejo correto do tratamento
(HONG et al. 2001).

Existem algumas hipéteses em relagdo a invasdo 6ssea da mandibula por
tumores, das quais BROWN (2003) mostra sete rotas possiveis para invasio: pela
cavidade oral através da superficie superior da mandibula (oclusal do dente); pelo
forame mental; tumores secunddrios do pescoco através da borda inferior; pelo
forame mandibular; defeito no osso cortical em pessoas edéntulas; tecido periodontal
em pacientes dentados ou até mesmo através da gengiva inserida (HONG et al.

2001).



SEOANE et al. (2006) avaliaram consecutivamente 59 pacientes com cancer
de boca. Destes, 12 pacientes apresentavam tumores de gengiva, um de palato duro e
o restante em outras regides. Os autores nao encontraram diferencas entre tumores de
gengiva e os demais em relacdo ao habito (tabaco), atraso no diagndstico e gé€nero.
No entanto, os tumores de gengiva apresentavam-se em estddio clinico mais
avangado, principalmente relacionado a rdpida infiltracio &ssea. Os autores
concluiram que os tumores de gengiva sdo diagnosticados numa fase clinica mais
avancgada, principalmente devido a rdpida invasdo Ossea e nao pelo atraso no
diagnéstico e este fato se deve a proximidade dos carcinomas de gengiva com o
tecido dsseo.

O prognéstico dos pacientes com carcinomas de gengiva dependera do tipo
histolégico e extensao clinica do tumor. Histologicamente € importante determinar a
diferenciacdo do tumor, sendo que tumores bem-diferenciados sao associados ao
melhor progndstico. No entanto, o indicador progndstico mais importante € o
estadiamento clinico da doenca, no qual, pacientes com tumores pequenos e
localizados mostram sobrevida livre de doenga no periodo de cinco anos em torno de
60-70%. Todavia, se houver ocorréncia de metéstases a sobrevida cai para 25%,
portanto, o diagndstico precoce da doenca € fator importante para uma melhor
qualidade de vida e tempo de sobrevida livre de doenca (LI et al. 2004).

O estadiamento do carcinoma de gengiva segue os critérios estabelecidos pela
Unido Internacional Contra o Cancer-UICC, sendo que de T1 a T3 a defini¢do se da
de acordo com a invasdo superficial do tumor, e T4 refere ao tumor que conseguiu
invadir estruturas adjacentes (SOBIN et al. 2011). O tratamento consiste

principalmente na cirurgia e radioterapia. NATHANSON et al. (1973), verificaram o



progndstico do tumor através dos materiais coletados de pacientes tratados no
periodo de 1958-1969 no Hospital Karolinska (Stocolmo), obtendo 20 pacientes que
foram submetidos apenas a cirurgia, 73 submetidos a radioterapia (no qual 12
receberam apenas tratamento paliativo), 32 radioterapia e depois cirurgia, e
observaram que pacientes que tiveram melhor resultado foram aqueles submetidos a
cirurgia e que eram estadio I. Os pacientes em estadio II que tiveram melhor

progndsticos foram aqueles submetidos a radioterapia e cirurgia.

1.3 CARCINOMA DE PALATO DURO

O palato duro é formado pelos dois processos palatinos da maxila e os dois
ossos palatinos. E a por¢do anterior do palato que contém o esqueleto 6sseo, por isso
a denominacdo de palato duro. E unido anteriormente e lateralmente pelo processo
alveolar e gengiva, e recoberto por uma mucosa firme, protegido por queratina
(POTTER 1973; KIRSCH 2007).

O carcinoma epidermdide afetando o palato duro € raro, sendo o
adenocarcinoma mais comum nessa topografia. EVANS e SHAH (1981) ao analisar
pacientes com carcinoma epidermdide de palato, encontraram 190 pacientes com
carcinoma epidermdide de palato mole e apenas 62 de palato duro. Da mesma forma,
BINAHMED et al. (2008), encontraram o tipo epiderméide de palato duro em 11
pacientes dos 37 avaliados. O carcinoma epiderméide de palato acomete
frequentemente pacientes do sexo masculino (2:1) na sétima década de vida (EVANS

e SHAH 1981). YOROZU et al. (2001), estudando 31 casos, encontrou que a média

de idade foi de 74 anos, sendo 58% homens e 42% mulheres. Para corroborar com 0s



achados destes autores, BINAHMED et al. (2008) encontraram a média de idade de
72.8 anos, porém 67% do sexo feminino, sendo que 50% dos pacientes tinham
tabaco e dlcool como fatores de risco.

O estadiamento segue os mesmos critérios de classificacdo do carcinoma de
gengiva feito pela UICC (SOBIN et al. 2011). O tratamento consiste na cirurgia e
radioterapia, todavia o controle local deve ser feito periodicamente (YOROZU et al.
2001), devido a capacidade de infiltracdo, semelhante ao carcinoma epiderméide de
gengiva. De acordo com BINAHMED et al. (2008) tumores de gengiva e palato duro
deveriam ser considerados do mesmo sitio, visto que, as duas dreas sdo adjacentes
anatomicamente e dividem a mesma aparéncia clinica e de manejo. A sobrevida em
cinco anos de acordo com EVANS e SHAH (1981), foi de 39% nos pacientes abaixo
de 60 anos, e diminui conforme os estadios mais avancados da lesdo, sendo
sobrevida de 75% no estadio I € 11% no estadio IV. Da mesma forma, BINAHMED
et al. (2008), encontraram que a sobrevida livre de doenca foi de 82% em cinco anos

para os tumores nos estadios I e II.

1.4 ALTERACOES MOLECULARES EM CARCINOMAS DE

CABECA E PESCOCO

Muitos estudos tém sido realizados com intuito de compreender a etiologia e
patogénese do carcinoma epidermdide da boca, entretanto, os mecanismos
moleculares e genéticos envolvidos nestes processos ainda nao estdo completamente

esclarecidos (SCHOELCH et al. 1999; WILLIAMS 2000; SILVA et al. 2008).



1.4.1 Via de sinalizacao PI3K/Akt/mTOR

O inicio dos estudos a respeito da familia de proteinas Akt deu-se quando
dois genes (Akt 1 e 2) foram identificados como homdlogos humanos do oncogene
viral v-Akt, responsdvel pela leucemia em ratos (STAAL 1987). Por apresentar
semelhangas com as proteinas kinases A (PKA) e C (PKC), é conhecida como
proteina kinase B/Akt (PKB/Akt) e os membros da familia chamados PKBa (Aktl),
PKBB (Akt2) e PKBy (Akt3) (BELLACOSA et al. 1991; NICHOLSON e
ANDERSON 2002).

A proteina Akt € freqiientemente ativada em muitas neoplasias malignas
devido a amplificacdo ou mutacdes de genes que sinalizam sua ativagdo. Acredita-se
que Akt promova a proliferacdo ndo coordenada e o aumento de sobrevida celular,
agindo, portanto na progressao do cancer (NICHOLSON e ANDERSON 2002).
STAAL (1987) com o primeiro estudo a respeito da participacio do Akt em
neoplasias nio detectou mutacdo ou alteracdo genética, mas uma superexpressao da
proteina. Outros estudos que deram continuidade a essa investigagdo encontraram
superexpressdao protéica em diferentes formas do Akt (THOMPSON et al. 1996;
NAKATANI et al. 1999).

A estrutura protéica da proteina Akt é formada por uma cadeia N-terminal,
um dominio catalitico e uma cadeia C-terminal. Até o momento foram isolados trés
membros da familia de Akt, Aktl, Akt2 e Akt3, os quais sdo codificados por
diferentes genes, e possuem mais de 80% de similaridade entre suas cadeias de
aminoacidos. Segundo NICHOLSON e ANDERSON (2002) a ativagdo da proteina
Aktl (fosforilacdo nos sites: Thr-308 e Ser-473) parece estar relacionada com a

proliferacdo e progressdo em diferentes tipos de neoplasias.



Para que ocorra a ativagdo de Akt é necessario que haja uma disponibilidade
intracelular de PI3K (fosfatidilinositol-3 quinase), o qual através de sinais
extracelulares serd recrutado para a membrana plasmadtica e ird fosforilar um lipideo
PIP2, passando a PIP3, que € responsdvel pelo recrutamento do Akt e regulada
negativamente pelo PTEN. Quando o Akt encontra-se na membrana plasmatica, ele
sofre fosforilagcdes em diferentes sitios: PDK-1 (fosfatidilinositol quinase-dependente
1); PDK-2 (fosfatidilinositol quinase-dependente 2) (NICHOLSON ¢ ANDERSON
2002) (Figura 1).

A mTOR (mammalian target of rapamycin) € uma serina/treonina quinase
responsavel pelo controle do crescimento e proliferacdo celular em resposta a
disponibilidade de nutrientes e também a estimulacdo por fatores de crescimento
(HARDING 2003). Segundo HAY e SONENBERG (2004), os alvos mais
importantes do mTOR parecem ser a S6KI1 (tranlational components ribosomal
p70S6 kinase) e o 4E-BP1 [eukariotic initiation factor 4E (Eif4e)-binding protein 1];
enquanto a ativacao de S6K1 aumenta a tradu¢do do RNAm o qual contém TOP (5°-
terminal oligopiramidine tract), a fosforilacdo de 4E-BP permite a liberagcdo de elF4E
o qual facilita a ligagdo do RNAm a subunidade ribossomica 40S. Portanto, desta
forma, mTOR estimula a traducdo protéica requerida para a progressdao do ciclo
celular. A ativagdo da via Akt/mTOR contribui para a carcinogénese induzindo a
sobrevivéncia celular, proliferacdao e angiogénese em diferentes tipos de células; e
também, a ativacdo dessa via ativard o elF4E, que € superexpresso em tumores e
considerado um fator preditor para recorréncias (HUANG e HOUGHTON 2002;

NATHAN et al. 2002; HUANG e HOUGHTON 2003; NATHAN et al. 2004).
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Figura 1 - Mecanismo de ativacdo e principais alvos envolvidos na via de

sinalizacdo das proteinas PI3K/Akt/mTOR

1.4.2 MAP cinases

Uma das principais vias de sinalizacdo ativadas pelo mitégeno é a das
proteinas cinases (MAPKSs), envolvidas no controle de fun¢des celular e conservada
pelos eucariotos (KOLCH 2000).

A via da MAP cinase € formada por trés proteinas: MAP cinase cinase cinase
(MAPKKK) que fosforila ativando uma MAP cinase cinase (MAPKK) que também
ativa por fosforilagcio a MAP cinase (MAPK). Cinco grupos de MAP cinases ja
foram identificados, sendo os mais estudados e pesquisados: a via das ERKs 1/2
(cinases ativadas por sinais extracelulares em resposta a fatores de crescimento e
associada a proliferacdo e diferenciacdo celular), via da p38 MAPK e da JNK (cinase
N-terminal e do c-Jun), estas duas ultimas relacionam-se a estimulos de estresse

(choque osmético e estimulacdo por citocinas) (ENSLEN e DAVIS 2001; SACKS

2006).
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A MAPKKK ¢ chamada de Raf, a MAPKK chamada MEK e a MAPK
chamada de ERK. A via das ERKs € uma via complexa formada por 3 isoformas de
Raf: A-Raf, B-Raf e Raf-1; duas isoformas de MEK: MEK1 e MEK2; e duas
isoformas de ERK:ERK1 e ERK2 (chamadas de p42 MAPK e p44 MAPK). A
ativacdo da ERK pode desencadear proliferacdo celular, diferenciacido e apoptose,
pois ela é capaz de modular o funcionamento de proteinas alvo em diversas
localizagbes celulares, tais como: nucleo, citoplasma, membrana e citoesqueleto
(ROUX e BLENIS 2004) (Figura 2).

A interacdo desta via com a da PI3K/Akt/mTOR para alguns autores parece
ser um fator determinante para a permissdo da progressao do ciclo celular (MIRZA et
al. 2004; CHAMBARD et al. 2007).

[ ——— Goproton:  Ugand

factor coupled
PDGFR-family kinase receptor —————§

_factors _
l‘ Expression of genes
invohlved in proliferation,
differentiation and survival

Nature Reviews | Cancer

Fonte: DIBB et al. (2004)

Figura 2 - Mecanismo de ativacdo e principais alvos envolvidos na via de

sinalizacdo das proteinas RAS-RAF-MAPK
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143 PTEN

PTEN (Phosphatase and Tensin Homologue) é uma fosfatase homdloga a
tensina, ou melhor, é uma fosfatase lipoprotéica responsdavel pelo ciclo celular e
apoptose e também a aspectos relacionados a fisiologia da célula podendo incluir
regulacio da adesdo celular, migracdo e diferenciacio (DI CRISTOFANO e
PANDOLFI 2000).

O gene € um supressor de tumor, localizado no cromossomo 10g23 e ¢é
conhecido como Mutated in multiple advanced cancers (MMAC1). A proteina PTEN
¢ constituida por 403 aminodcidos e pertence a familia das proteinas tirosino-
fosfatases (PTP) (CANTLEY e NEEL 1999).

E formado por um dominio fosfatase N-terminal, um dominio C2 e uma
regido caudal C-terminal a qual contém multiplos sitios de fosforilacdo (LEE et al.

1999) (Figura 3).

Phosphatase Domain C2 Domain

Fonte: LEE et al. (1999)
Figura 3 - Estrutura protéica da proteina PTEN
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PTEN contém um dominio fosfatase tirosina protéica que tem caracteristicas
semelhantes as fosfatases de especificidade dual, capazes de desfosforilar tanto os
residuos serina e treonina, quanto os de tirosina. A unidade catalitica do PTEN ¢
formada pelos dominios C2 e fosfatase, sendo que apenas com estes dois dominios
ela tem a capacidade de metabolizar o PIP3 na membrana plasmatica (LEE et al.
1999; VAZQUEZ e SELLERS 2000).

Segundo RAFTOPOULOU et al. (2004), a expressao somente do dominio C2
€ capaz de suprimir a motilidade celular, mostrando portanto que além da supressao
tumoral que a unidade catalitica da proteina proporciona, ha um segundo mecanismo
que encontra-se envolvido na motilidade celular, explicando a possivel atividade de
PTEN na supressdao de metastases. Em relagdo ao dominio fosfatase, parece que uma
das fungdes de sua atividade protéica € a desfosforilagdo de residuos de serina,
treonina e tirosina de peptideos fosforilados envolvidos na regulacdo da adesao
(MYERS e TONKS 1997; TAMURA et al. 1998). Quando a expressio de PTEN
intracelular estd aumentada, hd a desfosforilacdo da quinase de adesdo focal (FAK) e
o dominio protéico Shc, diminuindo assim a disseminacdo e a motilidade celulares
(TAMURA et al. 1998; GU et al. 1999).

O gene PTEN ¢ silenciado em neoplasias malignas devido a mutacdes ou
delecdes, os quais levam a ativagdo constitutiva de Akt e a regulacido positiva do
mTOR (CANTLEY e NEEL 1999).

No ano de 1997 foram descobertas alteracdes genéticas e protéicas da
proteina PTEN em diversas neoplasias, por exemplo: préstata, cérebro, mama,

endométrio, pele e rim (LI et al. 1997; STECK et al. 1997). Contudo, estudos sobre a
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proteina PTEN na carcinogénese do carcinoma epidermdide de boca ainda sdo
escassos e controversos (MAVROS et al. 2002; SQUARIZE et al. 2002).

O principal substrato in vivo de PTEN € o fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato
(PIP3) presente na membrana celular (LEE et al. 1999). A presenca da proteina
PTEN mantém os niveis de PIP3 baixos, enquanto sua auséncia promove o aumento
da concentracdo de PIP3 e da sinalizacdo de PI3K/Akt, promovendo a progressao
niao coordenada do ciclo celular, migracdo celular e a viabilidade de metéstases
através da inibicdo de vdérios estimulos apoptéticos (DI CRISTOFANO e
PANDOLFI 2000).

A proteina PTEN € uma supressora de tumor e moduladora intracelular da
proteina Akt. Quando fosforilada, a Akt bloqueia indmeras proteinas apoptdticas e a
GSK-3 (indispensavel para a degradacdo da B-catenina e Ciclina D1); também ativa
proteinas anti-apoptéticas e a quinase mTOR (mammalian target of Rapamycin), cuja
funcdo € estimular a traducdo de proteinas responsdveis, entre outras funcdes, pela
progressao celular da Fase G1 para a Fase S.

Diversas linhas de pesquisa evidenciam que a auséncia de PTEN encontra-se
envolvida na ativagdo do proto-oncogene Akt em neoplasias malignas; sendo que sua
ativacdo ird depender da disponibilidade intracelular do PI3K (fosfatidilinositol-3
quinase). Através de sinais extracelulares, esta molécula é recrutada para a
membrana plasmética onde fosforila o lipideo PIP2, passando a PIP3. Uma vez na
membrana plasmdtica Akt sofre fosforilacdes em diferentes sitios por PDK-1
(fosfatidilinositol quinase-dependente 1) e ILK (quinase ligada a integrina) (TESTA

e BELLACOSA 2001; NICHOLSON e ANDERSON 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

A gengiva/rebordo alveolar e o palato duro sdo mucosas queratinizadas, e a
maioria dos carcinomas epidermdéides intraorais sdo originados da mucosa nao-
queratinizada da lingua e soalho bucal, e, estdo associados aos fatores de risco tabaco
e dlcool. Nossa proposta consistiu na andlise das caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas e expressdes imunoistoquimicas das proteinas associadas a via do
PI3K/Akt/mTOR, PTEN e MAPK em carcinomas da gengiva, rebordo alveolar e
palato duro no periodo de janeiro de 1980 a dezembro de 2006, na tentativa de

estabelecer possiveis fatores progndsticos associados a estes tumores.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas clinicas, histopatolégicas e expressdes

imunoistoquimicas das proteinas associadas a via do PI3K/Akt/mTOR, PTEN e

MAPK em carcinomas da gengiva, rebordo alveolar e palato duro.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos carcinomas
epidermdides de gengiva, rebordo alveolar e palato duro;

Descrever o padrao de expressdo de proteinas PI3K, Akt, mTOR, PTEN e
MAPK nos carcinomas epidermdides de boca (gengiva, rebordo alveolar e
palato duro);

Determinar o estatus do gene PTEN nos carcinomas epidermédides de boca
(gengiva, rebordo alveolar e palato duro) através da hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH);

Analisar a associacao dos dados obtidos por imunoistoquimica e FISH com as
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos carcinomas epidermoéides de

boca (gengiva, rebordo alveolar e palato duro);
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Estimar as taxas de sobrevida global e livre de doenga segundo as varidveis:
sexo, idade, tabagismo, etilismo, grau histolégico do tumor primdrio, estadio

clinico, marcadores imunoistoquimicos e estatus do PTEN por FISH.



18

4  PACIENTES E METODOS

Foi realizado um estudo de coorte retrospectivo.

41 CONSTITUICAO DA AMOSTRA

Incluiram-se neste estudo os pacientes admitidos no Centro de Tratamento e
Pesquisa do Hospital A.C. Camargo, diagnosticados com carcinoma epiderméide de
gengiva, rebordo alveolar e palato duro no periodo de janeiro de 1980 a dezembro de
2006 e atendidos no Departamento de Cabeca e Pescoco e Otorrinolaringologia.
Consideraram-se como critérios de inclus@o os pacientes tratados nesta Instituicdo
com tumor primdario diagnosticados como carcinoma epidermdide, confirmado
através de exames anatomopatoldgicos, localizados em gengiva, rebordo alveolar e
palato duro.

Foram excluidos os casos sem disponibilidade ou material insuficiente dos
blocos de parafina dos referidos tumores para confirmagdo histopatolégica e
realizacdo da imunoistoquimica e/ou FISH. Os pacientes tratados previamente ou
com tumores primdrios multiplos metastaticos também foram excluidos da amostra.

Inicialmente, foram selecionados os registros de 261 pacientes para o estudo;
contudo apds a avaliacdo dos prontudrios e selecdo dos blocos de parafina para a
realizacdo de novos cortes histolégicos, a amostra final foi constituida por 125

pacientes.
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42 METODOLOGIA

A coleta de dados nos prontudrios teve como objetivo obter informacgdes
socio-demograficas e terapéuticas, assim como dados dos tratamentos realizados,
achados anatomopatoldgicos e evolugdo clinica dos pacientes.

As informagdes clinicas, identificacdo e os dados demograficos dos pacientes
(idade, género), habitos (fumo e consumo de 4lcool), informagdes relativas ao exame
locorregional e informagdes do ato cirtrgico e pecga cirdrgica foram registradas em
ficha prépria padronizada para o Estudo (Anexo 1). A revisdo de prontudrios foi
realizada ap6s a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa juntamente ao Servico
de Arquivo Médico e Estatistico (SAME) desta Instituicdo e os dados obtidos e

organizados em um banco de dados, utilizando o programa Microsoft Excel 2007.

4.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

A partir do material existente nos blocos de parafina, novos cortes com Sum
corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) foram realizados para revisao do diagnéstico
histopatoldgico e selecdo das dreas tumorais para confec¢do do Tissue Microarray
(TMA).

Avaliaram-se os dados histopatoldgicos: grau histolégico, embolizacio
vascular e linfatica, infiltracdo perineural. O grau histolégico foi determinado de
acordo com ANNEROTH et al. (1987), sendo os tumores classificados em bem
diferenciado (grau I), moderadamente diferenciado (grau II) e pouco diferenciado

(grau III). Considerou-se como embolizacdo vascular ou linfatica a presenca de
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células neopldsicas encontradas em ambas as paredes e na luz dos vasos linfaticos ou
sanguineos; a infiltracdo perineural foi detectada quando os tecidos adjacentes aos

nervos peri e/ou intra-tumorais estiveram envolvidos por células do tumor.

44 TISSUE MICROARRAY (TMA) E IMUNOISTOQUIMICA (IHQ)

Ap6s a revisdo anatomopatoldgica, com confirmacao diagndstica e presenga
dos blocos de parafina contendo fragmentos tumorais suficientes, selecionaram-se as
areas de interesse de cada caso.

O tissue microarray (TMA) contendo as amostras tumorais foi construido
utilizando-se a aparelhagem disponivel no Departamento de Anatomia Patologica do
Hospital A.C. Camargo — tissue microarrayer (Beencher Instruments®, Silver
Spring, EUA). Foram selecionamos duas areas distintas que representavam de forma
qualitativa e quantitativa os tumores. Os blocos de parafina (doadores) destes casos
foi puncionado em duas regides diferentes em forma de cilindro com uma agulha de
Imm de didmetro e transferidos de maneira organizada para o bloco receptor. Apds a
insercdo de todos os casos, este bloco (receptor) foi submetido a microtomia e os
cortes dispostos em laminas de Sum para a realizacao das reagdes imunoistoquimicas
(IHQ) e de FISH (Figura 4).

As reacdes de IHQ foram realizadas em 2 laminas dos cortes obtidos do bloco
de TMA. A técnica baseou-se na utilizacdo do complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase (StreptABC, DAKO®) com protocolo de recuperagdo antigénica
conforme a padronizacdo de cada anticorpo estabelecida no Departamento de

Anatomia Patoldgica do Hospital A.C. Camargo (Anexo 2) (Quadro 1).
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Figura 4 - Imagem esquemdtica do processo de preparacdo dos blocos receptores e

das laminas do TMA

Quadro 1 - Anticorpos, clones, diluicdes e controles positivos usados na
imunoistoquimica
Anticorpos Clones Dilui¢do Fabricantes/Cédigos Controle
+
mTOR (phospho) 49F9 1:100 Cell-Signaling cod. 2976 Mama
normal
PI3K policlonal Pronto para Abcam ab82162-7 Placenta
uso
MAPK p44/42 | D13.14.45 1:50 Cell-Signaling cod. Mama
(phospho) 4370S normal
PTEN 6H2.1 1:500 Cascade cod.ABM 2052 | Tire6ide
normal
AKT (phospho) 587F11 1:25 Cell-Signaling cod. Tumor de
4051L Célon




22

4.4.1 Forma de andlise das reacoes imunoistoquimicas
As laminas das reagdes imunoistoquimicas de todos os anticorpos
pesquisados foram avaliadas em microscopio Optico comum € as expressoes
avaliadas por dois observadores de maneira independente. Os casos discordantes
foram discutidos em andlise conjunta em microscopio de dupla observacdo. As
expressoes das proteinas PI3K, p-mTOR, p-MAPK, p-Akt e PTEN foram
identificadas pela presenca da coloragdo acastanhada nas células tumorais. Para os
anticorpos PI3K, p-mTOR e p-MAPK os casos foram categorizados de acordo com a
frequéncia (10%) e intensidade (fraca ou forte) de marcagdo das células neoplésicas:
0. Negativo: quando ndo hd marcacdo de células neopldsicas ou marcacdo fraca
em menos de 10% das células neoplésicas;
1. Positivo fraco: quando h4 positividade de intensidade fraca observada em
mais de 10% das células neoplasicas;
2. Positivo forte: quando ha positividade de forte intensidade observada em
mais de 10% das células neoplasicas;

3. Nao avaliavel: quando nio ha representagao tumoral na amostra.

Para o anticorpo p-AKT os casos foram categorizados de acordo com a

frequéncia (10%) e intensidade (fraca, moderada ou forte) de marcagdo das células

neoplasicas:
0. negativo: quando nio ha marcagdo de células neoplésicas;
1. positivo fraco: quando ha positividade de intensidade fraca observada em

mais de 10% das células neopldsicas;
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positivo moderado: quando hé positividade de moderada intensidade
observada em mais de 10% das células neopldsicas;

positivo forte: quando hé positividade de forte intensidade observada em
mais de 10% das células neopldsicas;

nao avaliavel: quando ndo ha representagdo tumoral na amostra

Para o anticorpo PTEN os casos foram categorizados de acordo com a

intensidade e porcentagem das células neopldsicas marcadas:

0.

4.5

negativo: quando nao ha marcacdo de células neopldsicas ou marcacao fraca
em menos de 10% das células neoplasicas;

positivo fraco: quando hé positividade de intensidade fraca observada em
mais de 10% das células neopldsicas;

positivo forte: quando hé positividade de forte intensidade observada em
mais de 10% das células neoplasicas;

nao avaliavel: quando ndo hé representacdo tumoral na amostra.

FISH (HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE)

O FISH foi realizado seguindo as recomendacdes do fabricante, utilizando o

protocolo do Laboratério de Imunoistoquimica do Departamento de Anatomia

Patoldgica, Hospital A.C. Camargo (Anexo 3).

As andlises das laminas do FISH foram realizadas em microscopio de

fluorescéncia com os filtros adequados de acordo com o corante utilizado.

Utilizamos os critérios descritos por RAZIS et al. (2008).
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Foram contados os sinais em vermelho que representam o gene PTEN e os
sinais em verde que representam o cromossomo 10 e determinadas as médias das
razdes PTEN/CEP10. Os valores de corte para cada sonda foram determinados
utilizando o percentual médio de sinais de sonda obtido a partir de 60 células por
caso. Os casos foram considerados normais (dipléides) quando a relagdo do
gene/cromossomo em cada caso foi de 1 ou mais. Os casos com valores da relacao

gene/cromossomo abaixo de 1 foram considerados como delecao do gene.

4.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

e  Caracteristicas socio-demograficas
= [dade
= Género: feminino ou masculino
= Tabagismo: sim ou ndo
= Etilismo: sim ou nao
e (aracteristicas clinicas
= Tempo de historia
» Local do tumor: gengiva, palato duro e rebordo alveolar
= Estadiamento clinico: I e Il ou Ill e IV (TNM)
e  (aracteristicas anatomopatoldgicas e de tratamento
= Sequéncia de tratamento: cirurgia, Rxt, Qt
» Mandibulectomia: sim ou ndo
= Palatectomia: sim ou nao

= Esvaziamento cervical: sim ou nao
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= Reconstru¢do: sim ou nao
»  Grau histolégico do tumor primério: CEC I/CEC Il e 111
» Dose da radioterapia
¢ Resultados da Imunoistoquimica
= PI3K: negativo ou positivo
= pmTOR citoplasma: negativo ou positivo
* pmTOR membrana: negativo ou positivo
* mTOR nucleo: negativo ou positivo
* pMAPK citoplasma: negativo ou positivo
= pMAPK nicleo: negativo ou positivo
* pAKT citoplasma: negativo ou positivo
* pAKT ndcleo: negativo ou positivo
= PTEN citoplasma: negativo ou positivo
= PTEN nicleo: negativo ou positivo
e Evolucido
= Recidiva/metéstase

» Situacdo da dltima informagao

4.7 ANALISE DOS RESULTADOS

A descricao da casuistica foi feita através de médias e porcentagens.
A andlise da associacdo entre as caracteristicas socio-demograficas, clinicas,
anatomopatoldgicas e tratamento segundo local do tumor foi realizada pelo teste de

associagdo pelo qui-quadrado. Este teste também foi usado na anélise dos resultados
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da imunoistoquimica e do FISH com as caracteristicas demograficas e
clinicopatoldgicas.

A andlise da sobrevida livre de doenca, cujo periodo de seguimento
corresponde ao tempo decorrido entre a data do inicio do tratamento e ocorréncia de
recidiva local, regional ou a distancia (metastases), foi feita através do método de
Kaplan-Meier. A andlise da sobrevida global, cujo tempo de seguimento corresponde
ao periodo decorrido entre a data do inicio do tratamento e o 6bito do paciente ou
data do inicio do tratamento até a data da tultima informacdo objetiva, também foi
calculada através do método de Kaplan-Meier. A comparacdo entre as curvas de
sobrevida livre de doenca e de sobrevida global, de acordo com as varidveis
estudadas (informagdes clinicas, histopatoldgicas, imunoistoquimicas e moleculares),
foi realizada através do teste de log-rank. O nivel descritivo adotado para a
significancia de todas as andlises estatisticas foi p<0,05.

Todas as andlises foram realizadas pelo software SPSS para Windows versao

15.0.
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4.8 QUESTOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital do Cancer A.C. Camargo, nimero 1487/10. A coleta de dados se deu
através de prontudrios e, por isso, ndo hd termo de consentimento livre e esclarecido.

Manter-se-4 total sigilo dos nomes dos pacientes incluidos no estudo.
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5 RESULTADOS

51 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS E

HISTOPATOLOGICAS

O grupo de estudo foi composto de 125 pacientes. A maioria dos tumores
(35%) localizou-se no rebordo alveolar inferior, 25% em palato duro, 17% em
gengiva inferior, 15% em rebordo alveolar superior € 8% em gengiva superior.

A idade dos pacientes variou de 30 a 91 anos com uma média de 65 anos. No
grupo de pacientes com idade entre 30-59 anos, observou- se o predominio de lesdes
localizadas em gengiva, e no grupo de pacientes com idade de 70-91 anos o tumor
estava localizado predominantemente no palato duro e rebordo alveolar. Quanto ao
género, 76 pacientes eram do sexo masculino e 49 do feminino, sendo que a
propor¢ao total de diagndéstico homem/mulher no periodo estudado foi de
aproximadamente 2:1.

Na Tabela 1, observa-se que nao houve associagdo estatisticamente
significativa entre o local do tumor e a idade (p=0, 062), mas houve diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao local do tumor e o género (p=0, 002),
sendo observado predominio de tumores de gengiva e palato duro nos homens e

tumores de rebordo alveolar nas mulheres.
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Tabela 1 - Numero de porcentagem de pacientes segundo idade, sexo e local do

tumor
LOCAL DO TUMOR
Variavel Categoria Gengiva Palato duro Rebordo Total p*
alveolar
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)

Idade 30-59 anos | 17 (53,1) 11 (35.5) 15 (24,2) 43 (34,4)
60-69 anos | 9 (28,1) 8 (25,8) 22 (35.5) 39 (31,2) 43 0,062
70-91 anos | 6 (18,8) 12 (38,7) 25 (40,3) (34,4)

Género  Masculino | 27 (84,4)  20(64,5 29 (46,8) 76 (60,8) 0,002
Feminino 5 (15,6) 11 (35.,5) 33(53,2) 49 (39,2)
Total 32 (100,0)  31(100,0)  62(100,0) | 125 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado

Dos 125 pacientes estudados conseguimos obter o tempo de histéria da doenga

de 115 pacientes. Na Tabela 2 pode-se observar que ndao houve diferencas

significativas entre o tempo de histéria da doenca e a localiza¢do do tumor.

Tabela 2 - Numero de porcentagem de pacientes segundo tempo de histéria e local

do tumor
LOCAL DO TUMOR
Tempo de histéria Gengiva Palato Rebordo Total p*
duro alveolar

N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
1-3 meses 6 (21,4) 8 (27,6) 28 (48,3) 42 (36,5)
4-7 meses 12 (42,9) 11 (37,9) 14 (24,1) 37 (32,2) 0,109
8 meses ou mais 10 (35,7) 10 (34,5) 16 (27,6) 36 (31,3)
Total 28 29 58 115

(100,0) (100,0) (100,0) (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado
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Na Tabela 3 observamos que a maioria dos pacientes era tabagista e nao
etilista, correspondendo a 67,8% e 61,7%, respectivamente. Observamos associacao
estatisticamente significativa entre tabagismo e localizacdo do tumor. Dentre as
localizagdes estudadas, os tumores de palato duro estavam mais frequentemente
associados ao tabagismo (p=0, 010). Em relacdo ao estilismo ndo houve diferenca

estatisticamente significativa em relagdo as localizagdes do tumor (p=0,779).

Tabela 3 - Numero de porcentagem de pacientes segundo tabagismo, etilismo e local
do tumor

LOCAL DO TUMOR
Variavel Categoria Gengiva Palato Rebordo Total p*
duro alveolar
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Tabagismo Nao 12 (37,5)  2(7,7) 23 (40,4) 37 (32,2) 0,010
Sim 20(62,5) 24(92,3) 34 (59,6) 78 (67,8)
Etilismo Nio 19(59.4) 15(57,7) 37 (64.,9) 71 (61,7) 0,779
Sim 13 (40,6) 11 (42,3) 20 (35,1) 44 (38,3)
Total 32(100,0) 26 (100,0) 57 (100,0) | 115 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado

A Tabela 4 mostra os subgrupos de estadiamento clinico dos pacientes.
Devido ao pequeno nimero de pacientes em cada classe do estadiamento, decidimos
para as andlises estatisticas agrupd-los em 2 subgrupos (estddios I+II e HI+1V).
Pacientes com estadio I+I1 corresponderam a 16,8% e 83,2% eram do estadio IHI+IV.
Observou-se que ndo houve associacdo estatisticamente significativa entre o estadio

clinico e a localizag¢do do tumor (p=0,196).
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Tabela 4 - Numero de porcentagem de pacientes segundo estadiamento e local do

tumor
LOCAL DO TUMOR
Estadio Gengiva Palato duro Rebordo Total p*
alveolar
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
I+II 7(21,9) 2 (6,5) 12 (19,4) 21 (16,8) 0,196
I+1v 25 (78,1) 29 (93.5) 50 (80,6) 104 (83,2)
Total 32 (100,0) 31 (100,0) 62 (100,0) 125 (100,0)

p*: teste de associac@o pelo qui-quadrado

Ao relacionar a classificacdo histolégica com o local do tumor, pode-se
perceber na Tabela 5 que embora sem associacdo estatisticamente significante
classificada como carcinomas

(p=0,546) a maioria (79,8%) do casos foi

epidermdides bem diferenciados (CEC I).

Tabela S - Numero de porcentagem de pacientes segundo a classificag@o histoldgica
e local do tumor

LOCAL DO TUMOR
Histologia do Rebordo
Gengiva Palato duro Total p*
tumor primario alveolar
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) (%)
CECI 25 (78,1) 23 (74,2) 51 (83,6) 99 (79,8) 0,546
CECII e III 7 (21,9) 8 (25,8) 10 (16,4) 25 (20,2)
Total 32 (100,0) 31 (100,0) 61 (100,0) 124 (100,0)

p*: teste de associac@o pelo qui-quadrado
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Em relacdo ao tipo de cirurgia realizada para o tratamento, percebe-se na
Tabela 6, que dos 125 casos estudados, a mandibulectomia foi realizada em 43,2%
dos casos e palatectomia em 30,4%. 52,8% dos casos foram submetidos a
esvaziamento cervical e 56,8% a algum tipo de reconstru¢dao. Observa-se que houve
associacdo estatisticamente significativa entre todas as modalidades cirtrgicas e o
local do tumor. Nos pacientes com tumor de gengiva ou rebordo alveolar a
mandibulectomia foi realizada em 50% e 61,3%, dos casos, respectivamente
(<0,001). A palatectomia foi realizada mais frequentemente nos tumores de palato
duro (p= 0,002). Os tumores localizados na gengiva e rebordo alveolar também

mostraram associacdo com a realizacdo de esvaziamento cervical e reconstrucdo

(p<0,001 e p= 0,006).

Tabela 6 - Numero de porcentagem de pacientes segundo mandibulectomia,
palatectomia, esvaziamento cervical, reconstrucio e local do tumor

LOCAL DO TUMOR
Variavel Categoria Gengiva Palato Rebordo Total p*
duro alveolar
N° (%) N° (%) N° (%) N°® (%)

Mandibulectom Nao 16 (50,0) 31 (100,0) 24 (38,7) | 71 (56,8) 0,001
ia Sim 16 (50,0) 0 (0,0) 38 (61,3) | 54 (43,2)
Palatectomia Nio 25 (78,1) 15 (48,4) 47 (75,8) | 87 (69,6) 0012

Sim 7(21,9) 16 (51,6) 15(24,2) | 38 (30,4)
Esvaziamento Nao 14 (43,8) 25 (80,6) 20 (32,3) | 59 (47,2) 0,001
Cervical Sim 18 (56,3) 6 (19,4) 42 (67,7) | 66 (52,8)
Reconstruciao Nao 11 (34,4) 21 (67,7) 22 (35,5) | 54 (43,2) 0.006

Sim 21 (65,6) 10 (32,3) 40 (64,5) | 71 (56,8)

Total 32 31 62 125

(100,0) (100,0) (100,0) (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado
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Os valores referentes ao esquema de tratamento realizado e o local do tumor
sao demonstrados na Tabela 7. A maioria dos casos foi submetida a alguma
modalidade de tratamento, seja cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia, isolados ou

associados.

Tabela 7 - Numero de porcentagem de pacientes segundo esquema de tratamento e
local do tumor

LOCAL DO TUMOR
Sequéncia Rebordo
Gengiva Palato duro Total
tratamento alveolar
N° (%) N° (%) N°® (%) N° (%)
Naio tratados 4 (12,5) 2 (6,5) 5(@8,1) 11 (8.,8)
Cirurgia isolada 7(21,9) 5(16,1) 22 (35,5) 34 (27,2)
Rxt isolada 4 (12,5) 8 (25,8) 5(@8,1) 17 (13,6)
Cirurgia+Rxt 12 (37.,5) 12 (38,7) 25 (40,3) 49 (39,2)
Cirurgia+Qt 0(0,0) 1(3,2) 1 (1,6) 2 (1,6)
Rxt+Qt 0(0,0) 309,7) 0(0,0) 3(24)
Cirurgia+Rxt+Qt 5 (15,6) 0 (0,0) 4 (6,5) 9(7,2)
Total 32 (100,0) 31 (100,0) 62 (100,0) 125 (100,0)

A média da dose total da radioterapia recebida pelos pacientes foi de 5781,41

cGy (Tabela 8).
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Tabela 8 - Média da dose da radioterapia por localiza¢do dos tumores

Local do Tumor Meédia da dose da Radioterapia (cGy)
Gengiva 5621,43
Palato duro 5650,43
Rebordo alveolar 5968,82
Total 5781,41

A Tabela 9 mostra resultados das varidveis andtomo-patoldgicas (invasoes
sanguinea, linfatica e perineural); todavia ndo foi feito teste estatistico, pois se obteve
informacdes de apenas 74 pacientes. Apenas 6 pacientes tiveram invasio sanguinea,
sendo que o local com maior porcentagem de invasdo foi o rebordo alveolar com
12%. A invasao linfatica foi observada em 25 pacientes, sendo o rebordo alveolar
com maior porcentagem (31,7%). Observou-se em 27 pacientes a invasao perineural

e também com maior porcentagem no rebordo alveolar (36,6%).

Tabela 9 - Numero de porcentagem de pacientes segundo invasdo sanguinea,
invasao linfatica, invasao perineural e local do tumor

LOCAL DO TUMOR
Variavel Categoria Gengiva Palato Rebordo Total
duro alveolar

N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Invasdo sanguinea  Nao 21 (100) 11 (91,7) 36 (87,8) 68 (91,9)

Sim 0 (0,0) 1(8,3) 5(12,2) 6 (8,1)
Invasio linfatica Nio 16 (76,2) 541,7) 28 (68,3) 49 (66,2)
Sim 5(23.8) 7 (58,3) 13 (31,7) 25 (33.,8)
Invasao perineural Nao 13 (61,9) 8 (66,7) 26 (63,4) 47 (63,5)
Sim 8 (38,1) 4(33,3) 15 (36,6) 27 (36,5)
Total 21(100,0) 12 (100,0) 41 (100,0) 74 (100,0)
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52 DESCRICAO DOS RESULTADOS DOS MARCADORES
IMUNOISTOQUIMICOS E DE FISH E RELACAO COM O LOCAL

DO TUMOR

O total de casos estudados variou para cada marcador pesquisado, sendo 119
casos para as proteinas PI3K e p-mTOR, 120 para as proteinas p-MAPK, p-Akt e
PTEN. 84 casos foram avaliados por FISH para a determinacao do estatus de PTEN.

A marcagdo da proteina PI3K foi observada somente no citoplasma na
maioria das células neopldsicas (92,4%), sendo este padrao observado
homogeneamente nos tumores das diversas localizagdes (Figura 5). A expressdo da
proteina p-mTOR foi observada no citoplasma, membrana e nucleo das células sendo
observada na maioria dos casos a positividade no citoplasma (88,2%). A Figura 6
mostra um exemplo de positividade citoplasmética para p-mTOR. Para este
marcador, observamos um predominio de marcacdo na membrana celular dos
tumores localizados na gengiva (50%) e rebordo alveolar (50,8%), enquanto que a
marcagdo nuclear foi predominantemente encontrada nos tumores localizados no
palato duro (56,7%), embora estes achados ndo tenham mostrado associacdes
estatisticamente significativas (respectivamente p=0,949, 0,485, 0,075 e 0,164). A
proteina p-Akt foi expressa no citoplasma e nucleo (942% e 64,2%
respectivamente), sendo observada marcacdo citoplasmatica em mais de 90% dos
casos em todas as localizacdes (Figura 7). A expressdo da proteina p-MAPK foi
observada no citoplasma e nicleo das células tumorais (88,3% e 58,3%,
respectivamente, Figura 8). Os tumores ndo mostraram associagdes estatisticamente

N

significativas em relacdo a expressio de p-MAPK citoplasma ou nicleo e a
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localizagao tumoral (respectivamente p=0,483 e p=0,539). Todos estes dados estdo

na Tabela 10.

Tabela 10 - Numero de porcentagem de pacientes segundo as proteinas PI3K, p-

mTOR, p-Akt, p-MAPK e local do tumor

LOCAL DO TUMOR
Variavel Categoria Gengiva Palato Rebordo Total p*
duro alveolar
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)

PI3K Negativo 2 (6,7) 2 (6,9) 5(8,3) 9 (7,6) 0,049
Positivo 28(93,3) 27(93,1) 550917 110 (92,4)

p-mTOR Negativo 2(6,7) 5(16,7) 7(11,9) 14 (11,8) 0.485

citoplasma Positivo 28(93,3)  25(83,3) 52 (88,1) 105 (88,2)

p-mTOR Negativo 15(50,0)  22(73,3) 29 (49,2) 66 (55,5) 0.075

membrana Positivo 15 (50,0) 8 (26,7) 30 (50,8) 53 (44,5)

p-mTOR niicleo  Negativo 17 (56,7) 13 (43,3) 38 (64,4) 68 (57,1) 0.164
Positivo 13 (43,3) 17 (56,7) 21 (35,6) 51 (42,9)

p-AKkt citoplasma Negativo 2 (6,7) 0 (0,0) 5(8,3) 7(5,8) 0275
Positivo 28 (93,3) 30(100,0)0 5591,7) 113 (94,2)

p-Akt nicleo Negativo 12 (40,0) 10(33,3) 21350 43 (35,8) 0.850
Positivo 18 (60,0) 20 (66,7) 39 (65,0) 77 (64,2)

p-MAPK Negativo 2 (6,7) 3 (10,0) 9 (15,0) 14 (11,7) 0,483

citoplasma Positivo 28(93,3)  27(90,0) 51 (85,0) 106 (88,3)

p-MAPK niicleo  Negativo 11 (36,7) 15(50,0) 24 (40,0) 50 (41,7) 0,539
Positivo 19 (63,3) 15(50,0) 36 (60,0) 70 (58,3)

p*: teste de associac@o pelo qui-quadrado
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Figura 5 - Carcinoma epidermdide em rebordo alveolar inferior com marcacdo
citoplasmadtica para PI3K (tamanho original 18.0x)

Figura 6 - Carcinoma epiderméide em rebordo alveolar superior com marcagao
citoplasmdtica de p-mTOR (tamanho original 11.0x)
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Figura 7 - Carcinoma epiderméide em rebordo alveolar superior com marcagdo
citoplasmadtica e nuclear de p-Akt (tamanho original 14.4x)
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Figura 8 - Carcinoma epiderméide em gengiva inferior com marcacgdo nuclear de p-
MAPK (tamanho original 20.0x)
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Os tumores ndo mostraram associagOes estatisticamente significativas em
relacdo a expressdo de PTEN no citoplasma ou nuclear e a localizagdo tumoral

(respectivamente p=0,470 e p=0,520, Figuras 9 e 10). (Tabela 11).

Tabela 11 - Numero de porcentagem de pacientes segundo a expressdo
citoplasmatica ou nuclear da proteina PTEN

LOCAL DO TUMOR
Categoria Gengiva Palato Rebordo Total p*
duro alveolar
N° (%) N° (%) N°® (%) N°® (%)
Expressao Negativo 7(23,3) 10 (33,3) 13 (21,7) | 30(25,0) | 0,470
citoplasmatica Positivo 23 (76,7) 20 (66,7) 47 (78,3) | 90 (75,0)
Expressao Negativo 9 (28,1) 11(35,5) 15(24,2) | 35(28,0) | 0,520
nuclear Positivo 23(71,9) 20(64,5) 47 (75,8) | 90(72,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado
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Figura 9 - Carcinoma epiderméide em rebordo alveolar superior com marcagdo

citoplasmética de PTEN (tamanho original 20.0x).
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Figura 10 - Carcinoma epiderméide em rebordo alveolar inferior com marcagdo

citoplasmdtica e nuclear de PTEN (tamanho original 18.0x).

Os valores referentes ao estatus do gene PTEN pelo FISH e o local do tumor
sdo demonstrados na Tabela 12. Observamos que a delecio do PTEN (razdo
PTEN/Cromos10 < 1) foi encontrada em 33 (39,3%) casos, sendo observada uma
frequéncia discretamente maior nos tumores de palato duro, porém esta diferenca nao
foi estatisticamente significativa (p= 0,728). Observa-se nucleo dipléide (Figura 11)

e ndcleo com delecdo do gene (Figura 12).
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Tabela 12 - Numero de porcentagem de pacientes de acordo com o estatus do gene

PTEN pelo FISH e local do tumor

LOCAL DO TUMOR

Estatus do PTEN

Palato Rebordo
pelo FISH (raziao Gengiva Total p*

duro alveolar
PTEN/Cromos.10)
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)

<1 (dele¢do) 6 (31,6) 9 (42,9) 18 (40,9) 33 (39,3) 0,728
>1 (diploidia) 13 (68,4) 12 (57,1) 26 (59,1) 51 (60,7)
Total 19 (100,0) 21 (100,0) 44 (100,0) 84 (100,0)

Figura 11 - FISH do PTEN mostrando nticleo dipldide. Os sinais verdes representam a

regido centromérica do cromossomo 10 e os vermelhos representam o gene PTEN.
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Figura 12 - FISH do PTEN mostrando nicleo com dele¢@o. Os sinais verdes representam

aregido centromérica do cromossomo 10 e os vermelhos representam o gene PTEN.

53 ASSOCIACAO DOS DADOS DA IMUNOISTOQUIMICA E FISH

COM AS CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS

Devido ao pequeno numero de casos de algumas localiza¢Oes especificas,
decidiu-se, nas andlises das correlacdes dos marcadores imunoistoquimicos e FISH
com as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas, agrupar todos os tumores em um
unico grupo e nomed-los de carcinomas da boca. As correlacdes entre os resultados
da expressdo imunoistoquimica da proteina PI3K as caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas demonstraram associa¢ao estatisticamente significativa apenas com
a variavel etilismo, sendo a positividade da proteina PI3K mais frequentemente

observada nos pacientes nao etilistas (97,1% vs 85,7%; p=0,026). As demais
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varidveis de interesse ndo apresentaram associacdes estatisticamente significativas

(Tabela 13).

Tabela 13 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,
etilismo, histologia do tumor primério, estadio e a expressdo da proteina PI3K

PI3K
Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo Masculino 8 (11,1) 64 (88,9) 72 (100,0) 0,070
Feminino 1(2,1) 46 (97,9) 47 (100,0)
Idade 30-59 anos 3(7,3) 38 (92,7) 41 (100,0)
60-69 anos 4(10,3) 35 (89,7) 39 (100,0) 0,691
70-91 anos 2(5,1) 37 (94,9) 39 (100,0)
Tabagismo Nio 1(2,8) 35(97,2) 36 (100,0) 0205
Sim 7(9,5) 67 (90,5) 74 (100,0)
Etilismo Nio 2(2)9) 66 (97,1) 68 (100,0) 0.026
Sim 6 (14,3) 36 (85,7) 42 (100,0)
Histologia do CECI 6 (6,3) 90 (93,8) 96 (100,0) 0.633
tumor primario CEC Il e III 2(9,1) 20 (90,9) 22 (100,0)
Estadio I+11 2 (10,0) 18 (90,0) 20 (100,0) 0.651
HI+1V 7(7,1) 92 (92,9) 99 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado

As andlises da associacdo entre os resultados da expressdo imunoistoquimica
da proteina p-mTOR no padrao citoplasma, membrana e nicleo nao demonstraram
associacdo estatisticamente significativa para todas as varidveis estudadas (Tabelas

14,15 e 16).
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Tabela 14 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,

etilismo, histologia do tumor primdrio, estadio e a proteina p-mTOR no citoplasma

p-mTOR Citoplasma
Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo Masculino 9 (12,5) 63 (87,5) 72 (100,0) 0.758
Feminino 5 (10,6) 42 (89,4) 47 (100,0)
Idade 30-59 anos 3(7,3) 38 (92,7) 41 (100,0)
60-69 anos 5(12,8) 34 (87,2) 39 (100,0) 0,518
70-91 anos 6 (15,4) 33 (84,6) 39 (100,0)
Tabagismo Nio 3 (8,6) 32 (91,4) 35 (100,0) 0372
Sim 11 (14,7) 64 (85,3) 75 (100,0)
Etilismo Nio 6 (9,0) 61 (91,0) 67 (100,0) 0.138
Sim 8 (18,6) 35 (81,4) 43 (100,0)
Histologia do CECI 8 (8,4) 87 (91,6) 95 (100,0) 0.067
tumor primario CEC Il e III 5Q21,7) 18 (78,3) 23 (100,0)
Estadio I+11 3 (15,0) 17 (85,0) 20 (100,0) 0.622
MI+1V 11(11,1) 88 (88,9) 99 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado

Tabela 15 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,

etilismo, histologia do tumor primaério, estadio e a proteina p-mTOR na membrana

p-mTOR Membrana
Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo Masculino 42 (58,3) 30 (41,7) 72 (100,0) 0435
Feminino 24 (51,1) 23 (48,9) 47 (100,0)
Idade 30-59 anos 25 (61,0) 16 (39,0) 41 (100,0)
60-69 anos 20 (51,3) 19 (48,7) 39 (100,0) 0,663
70-91 anos 21 (53,8) 18 (46,2) 39 (100,0)
Tabagismo Nao 15 (42,9) 20 (57,1) 35 (100,0) 0,093
Sim 45 (60,0) 30 (40,0) 75 (100,0)
Etilismo Nio 33 (49,3) 34 (50,7) 67 (100,0) 0.164
Sim 27 (62,8) 16 (37,2) 43 (100,0)
Histologia do CECI 53 (55.,8) 42 (44,2) 95 (100,0) 0754
tumor primario CEC Il e III 12 (52,2) 11 (47,8) 23 (100,0)
Estadio I+11 10 (50,0) 10 (50,0) 20 (100,0) 0.590
I+1v 56 (56,6) 43 (43,4) 99 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado



45

Tabela 16 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,
etilismo, histologia do tumor primaério, estadio e a proteina p-mTOR no nucleo

p-mTOR Nicleo

Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo Masculino 39 (54,2) 33 (45,8) 72 (100,0) oAl
Feminino 29 (61,7) 18 (38,3) 47 (100,0)
Idade 30-59 anos 21 (51,2) 20 (48,8) 41 (100,0)

60-69 anos 23 (59,0) 16 (41,0) 39 (100,0) 0,622
70-91 anos 24 (61,5) 15 (38,5) 39 (100,0)

Tabagismo Nio 23 (65,7) 12 (34,3) 35 (100,0) 0,403
Sim 43 (57,3) 32 (42,7) 75 (100,0)
Etilismo Nio 40 (59,7) 27 (40,3) 67 (100,0)
Sim 26 (60,5) 17 (39,5) 43 (100,0) 0,936
Histologia do CECI 52 (54,7) 43 (45,3) 95 (100,0) s
tumor primario CEC Il e III 15 (65,2) 8 (34,8) 23 (100,0)
Estadio I+11 15 (75,0) 5(25,0) 20 (100,0) 0077
I+1V 53 (53,5) 46 (46,5) 99 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado

As andlises da associacdo entre os resultados da expressdo imunoistoquimica
do p-MAPK no padrao citoplasma ndao demonstraram associa¢do estatisticamente
significativa com a maioria das varidveis estudadas (Tabela 17). Observamos uma
maior frequéncia de expressdo deste marcador no grupo de pacientes com estadio
clinico III4+IV em comparacao aos pacientes do grupo de estadiamento I+II (75,0%
vs 91,0%; p=0,042). Nas andlises da expressdo de p-MAPK nuclear (Tabela 18)

nenhuma varidvel apresentou associacao estatisticamente significativa.
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Tabela 17 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,
etilismo, histologia do tumor primério, estadio e a proteina p-MAPK no citoplasma

p-MAPK Citoplasma
Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo Masculino 11 (15,1) 62 (84,9) 73 (100,0) 0.148
Feminino 3(6,4) 44 (93,6) 47 (100,0)
Idade 30-59 anos 3(7,3) 38 (92,7) 41 (100,0)
60-69 anos 3(7,7) 36 (92,3) 39 (100,0) 0,132
70-91 anos 8 (20,0) 32 (80,0) 40 (100,0)
Tabagismo Nao 3(8,3) 33 (91,7) 36 (100,0) 0.443
Sim 10 (13,3) 65 (86,7) 75 (100,0)
Etilismo Nio 5(74) 63 (92,6) 68 (100,0) 0.073
Sim 8 (18,6) 35 (81,4) 43 (100,0)
Histologia do CECI 10 (10,4) 86 (89,6) 96 (100,0) 0717
tumor primario CEC Il e III 3 (13,0) 20 (87,0) 23 (100,0)
Estadio I+II 5(25,0) 15 (75,0) 20 (100,0) 0,042
+1vV 9 (9,0) 91 (91,0) 100 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado

Tabela 18 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,
etilismo, histologia do tumor primadrio, estadio e a proteina p-MAPK no nicleo

p-MAPK Niicleo
Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo Masculino 32 (43,8) 41 (56,2) 73 (100,0) 0.548
Feminino 18 (38,3) 29 (61,7) 47 (100,0)
Idade 30-59 anos 15 (36,6) 26 (63,4) 41 (100,0)
60-69 anos 14 (35,9) 25 (64,1) 39 (100,0) 0,234
70-91 anos 21 (52,5) 19 (47,5) 40 (100,0)
Tabagismo Nio 14 (38,9) 22 (61,1) 36 (100,0) 0.705
Sim 32 (42,7) 43 (57,3) 75 (100,0)
Etilismo Nio 26 (38,2) 42 (61,8) 68 (100,0) 0.389
Sim 20 (46,5) 23 (53,5) 43 (100,0)
Histologia do CECI 37 (38.5) 59 (61,5) 96 (100,0) 0233
tumor primario CEC Il e III 12 (52,2) 11 (47,8) 23 (100,0)
Estadio I+11 9 (45,0) 11 (55,0) 20 (100,0) 0.740
MI+1V 41 (41,0) 59 (59,0) 100 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado
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As andlises da associag@o entre os resultados da expressao imunoistoquimica
do p-AKT no padrio citoplasma e nuclear ndo demonstraram associacao

estatisticamente significativa com nenhuma varidvel estudada (Tabelas 19 e 20).

Tabela 19 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,
etilismo, histologia do tumor primério, estadio e a proteina p-Akt no citoplasma

p-Akt Citoplasma
Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo Masculino 6 (8,2) 67 (91,8) 73 (100,0) 0.165
Feminino 1(2,1) 46 (97,9) 47 (100,0)
Idade 30-59 anos 24,9 39 (95,1) 41 (100,0)
60-69 anos 3(7,7) 36 (92,3) 39 (100,0) 0,834
70-91 anos 2 (5,0) 38 (95,0) 40 (100,0)
Tabagismo Nao 4(11,1) 32 (88,9) 36 (100,0) 0.149
Sim 3 (4,0) 72 (96,0) 75 (100,0)
Etilismo Nio 34.4) 65 (95,6) 68 (100,0)
Sim 4(9,3) 39 (90,7) 43 (100,0) 0,302
Histologia do CECI 56.2) 91 (94,8) 96 (100,0) 0.865
tumor primario CEC Il e III 1(4,3) 22 (95,7) 23 (100,0)
Estadio I+11 2 (10,0) 18 (90,0) 20 (100,0) 0384
I+1V 5(5,0) 95 (95,0) 100 (100,0)

p*: teste de associagdo pelo qui-quadrado
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Tabela 20 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,

etilismo, histologia do tumor primaério, estadio e a proteina p-Akt no nticleo

p-Akt Nicleo

Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)

Sexo Masculino 28 (38,4) 45 (61,6) 73 (100,0) 0473
Feminino 15 (31,9) 32 (68,1) 47 (100,0)

Idade 30-59 anos 12 (29,3) 29 (70,7) 41 (100,0)
60-69 anos 18 (46,2) 21 (53.8) 39 (100,0) 0,251
70-91 anos 13 (32,5) 27 (67,5) 40 (100,0)

Tabagismo Nao 14 (38,9) 22 (61,1) 36 (100,0) 0.874
Sim 28 (37,3) 47 (62,7) 75 (100,0)

Etilismo Nio 23 (33,8) 45 (66,2) 68 (100,0) 0273
Sim 19 (44,2) 24 (55,8) 43 (100,0)

Histologia do CECI 34 (35.4) 62 (64,6) 96 (100,0) 0.054

tumor primario CEC Il e III 8 (34,8) 15 (65,2) 23 (100,0)

Estadio I+11 9 (45,0) 11 (55,0) 20 (100,0) 0349
HI+1V 34 (34,0) 66 (66,0) 100 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado

As andlises da associagdo do status do gene PTEN no padrao citoplasma e no

padrao nucleo também ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa

para nenhuma das varidveis analisadas (Tabelas 21 e 22).
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Tabela 21 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,
etilismo, histologia do tumor primaério, estadio e a proteina PTEN no citoplasma

PTEN Citoplasma
Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)

Sexo Masculino 19 (26,0) 54 (74,0) 73 (100,0) 0,746
Feminino 11 (23,4) 36 (76,6) 47 (100,0)

Idade 30-59 anos 11 (27,5) 29 (72,5) 40 (100,0) 0,732
60-69 anos 8 (20,5) 31(79,5) 39 (100,0)
70-91 anos 11 (26,8) 30 (73,2) 41 (100,0)

Tabagismo Nio 10 (27,8) 26 (72,2) 36 (100,0) 0,583
Sim 17 (23,0) 57 (77,0) 74 (100,0)

Etilismo Nio 16 (23,5) 52 (76,5) 68 (100,0) 0,753
Sim 11 (26,2) 31 (73,8) 42 (100,0)

Histologia do CECI 24 (24,7) 73 (75,3) 97 (100,0) 0,805

tumor primario CEC Il e III 6 (27,3) 16 (72,7) 22 (100,0)

Estadio I+11 5(26,3) 14 (73,7) 19 (100,0) 0,885
MI+1V 25 (24,8) 76 (75,2) 101 (100,0)

p*: teste de associacdo pelo qui-quadrado

Tabela 22 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,
etilismo, histologia do tumor primaério, estadio e a proteina PTEN no ntcleo

PTEN Niicleo
Variavel Categoria Negativo Positivo Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)

Sexo Masculino 22 (28,9) 54 (71,1) 76 (100,0) 0.769
Feminino 13 (26,5) 36 (73.5) 49 (100,0)

Idade 30-59 anos 14 (32,6) 29 (67,4) 43 (100,0)
60-69 anos 8 (20,5) 31 (79.,5) 39 (100,0) 0,442
70-91 anos 13 (30,2) 30 (69,8) 43 (100,0)

Tabagismo Nao 11 (29,7) 26 (70,3) 37 (100,0) 0.754
Sim 21 (26,9) 57 (73,1) 78 (100,0)

Etilismo Nio 19 (26,8) 52 (73,2) 71 (100,0) 0.746
Sim 13 (29,5) 31 (70,5) 44 (100,0)

Histologia do tumor CECI 26 (26,3) 73 (73,7) 99 (100,0) 0.334

primario CEC1II e III 9 (36,0) 16 (64,0) 25 (100,0)

Estadio I+II 7 (33,3) 14 (66,7) 21 (100,0) 0.551
MI+IV 28 (26,9) 76 (73,1) 104 (100,0)

p*: teste de associac@o pelo qui-quadrado
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As andlises da associacdo entre os resultados do FISH do gene PTEN nao

demonstraram associagdo estatisticamente significativa com nenhuma varidvel

(Tabela 23).

Tabela 23 - Numero de porcentagem de pacientes segundo sexo, idade, tabagismo,

etilismo, histologia do tumor primdrio, estadio e a técnica de FISH do gene PTEN

PTEN razao PTEN/Cromos.10

Variavel Categoria <1 =1 Total p*
N° (%) N° (%) N° (%)

Sexo Masculino 21 (43,8) 27 (56,3) 48 (100,0) 0333
Feminino 12 (33,3) 24 (66,7) 36 (100,0)

Idade 30-59 anos 13 (46,4) 15 (53,6) 28 (100,0)
60-69 anos 10 (34,5) 19 (65,5) 29 (100,0) 0,626
70-91 anos 10 (37,0) 17 (63,0) 27 (100,0)

Tabagismo Nao 9 (31,0) 20 (69,0) 29 (100,0) 0.426
Sim 20 (40,0) 30 (60,0) 50 (100,0)

Etilismo Nio 16 (32,0) 34 (68,0) 50 (100,0) 0.254
Sim 13 (44,8) 16 (55,2) 29 (100,0)

Histologia do CECI 27 (42,9) 36 (57,1) 63 (100,0) 0153

tumor primario CEC Il e III 5(25,0) 15 (75,0) 20 (100,0)

Estadio I+11 6 (46,2) 7 (53,8) 13 (100,0) 0581
HI+1V 27 (38,0) 44 (62,0) 71 (100,0)

p*: teste de associagdo pelo qui-quadrado

54 ANALISES UNIVARIADAS DE

SOBREVIDA LIVRE DE

DOENCA EM RELACAO AOS DADOS DEMOGRAFICOS,

CLINICOPATOLOGICOS E BIOMARCADORES APOS 60 MESES

Na avaliacdo da sobrevida livre de doenca temos variaveis significativamente

importantes como grau histolégico do tumor (Figura 13), marcacdo nuclear de

mTOR (Figura 14) e estatus do gene PTEN por FISH (Figura 15). As probabilidades
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de sobrevida livre de doenca acumulada ap6s 1, 3 e 5 anos foram, respectivamente,
72,3%, 57,0% e 54,9% (Tabela 24). Das caracteristicas demograficas e
clinicopatolégicas, houve diferenga estatisticamente significativa para a varidvel
histologia dos tumores (p=0,001), onde os tumores CEC II/III tiveram menores taxas
de sobrevida livre de doenca em relagdo aos tumores CEC 1. Das demais, apenas a
marcacdo nuclear de p-mTOR e o estatus do gene PTEN pelo FISH tiveram
diferencas estatisticas nas taxas de sobrevida livre de doenga (respectivamente,
p=0,037 e p=0,011). Pacientes com marcacdo nuclear de p-mTOR tiveram taxas de
sobrevida livre de doenga mais altas quando comparadas as dos pacientes negativos

para este padrao neste marcador.



Tabela 24 - Probabilidade de sobrevida livre de doenga acumulada apés 5 anos

Variavel

Categoria

Probabilidade sobrevida livre

de doenca acumulada

1 ano

3 anos

5 anos

(%)

(%)

(%)

p* (log rank)

Idade

30-59 anos
60-69 anos
70-91 anos

71,9
76,8
67,4

53,4
58,5
61,7

53,4
58,5
49.4

0,910

Etilismo

Nao
Sim

59,0
88,8

49,5
66,4

46,2
66,4

0,052

Estadio

I+II
II+1V

70,4
72,5

70,4
53,6

70,4
51,0

0,457

p-mTOR
citoplasma

p-mTOR niicleo

Negativo

Positivo

Negativo
Positivo

77,4
70,5

68,5
75,0

58,0
57,4

50,1
70,3

58,0
54,9

47,0
70,3

0,893

0,037

p-MAPK niicleo

Negativo
Positivo

73,6
70,7

60,6
55,8

53,9
55,8

0,837

p-AKT niicleo

Negativo
Positivo

67,9
74,4

59,9
56,8

59,9
53,8

0,923

PTEN niicleo

Negativo
Positivo

84,4
66,6

70,3
51,0

62,5
51,0

0,228

TOTAL

72,3

57,0

54,9

52
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SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

Grau
1,07 histolégico
do tumor
=l 1CEC |
=i UCEC Il e lll
0,87
0,67
0,47
0,27
Log-Rank: p=0,001
0,07
I I I I I I
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Anos

Figura 13 - Curva de Kaplan-Meier para o grau histolégico do tumor em relacdo a

sobrevida livre de doenca
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SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

10 mTOR nucleo
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0,21 Log-Rank: p=0,037
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Anos

Figura 14 - Curva de Kaplan-Meier para a expressdo nuclear de mTOR em relacdo a

sobrevida livre de doenca
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SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA

Estatus do
PTEN por FISH
1,07
=1 Delegéo
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0,87
0,67
0,47
0,27
Log-Rank: p=0,011
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Figura 15 - Curva de Kaplan-Meier do estatus do gene PTEN por FISH em relagao a

sobrevida livre de doenca
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5.5 ANALISES UNIVARIADAS DE SOBREVIDA GLOBAL EM
RELACAO AOS DADOS DEMOGRAFICOS,

CLINICOPATOLOGICOS E BIOMARCADORES APOS 5 ANOS

Na avaliagdo da sobrevida global temos varidveis significativamente
importantes como idade (Figura 16) e estatus do gene PTEN por FISH (Figura 17).
As probabilidades de sobrevida global acumulada ap6s 1, 3 e 5 anos foram,
respectivamente, 69,8%, 50,0% e 37,5% (Tabela 25). Das caracteristicas
demograficas e clinicopatoldgicas, houve diferenca estatisticamente significativa
para a idade (p=0,037), onde os pacientes com 70 anos ou mais tiveram menores
taxas que os pacientes das demais faixas etdrias. Das demais varidveis estudadas,
apenas o estatus do gene PTEN pelo FISH teve diferenca estatistica nas taxas

(p=0,044).



Tabela 25 - Probabilidade de sobrevida global apds 5 anos

Variavel

Categoria

Probabilidade sobrevida livre de

doenca acumulada

1 ano

3 anos

5 anos

(%)

(%)

(%)

p* (log rank)

Idade

30-59 anos
60-69 anos
70-91 anos

72,0
79,4
58,5

60,7
46,3
35,9

47,7
43,0
20,5

0,037

66,3
74,7

Etilismo

Nio

45,5
53,1

38,0
36,2

0,794

Estadio

I+1I
I+1V

75,0
67,5

62,5
44,7

62,5
323

0,069

p-mTOR

citoplasma

p-mTOR niicleo

Negativo

Positivo

Negativo
Positivo

85,1
69,0

68,1
47,8

473
50,2

44,0
59,4

37,8
40,5

422
36,3

0,728

0,789

p-MAPK niicleo

Negativo
Positivo

73,2
68,1

44.4
51,9

34,9
42,2

0,860

p-AKT niicleo

Negativo
Positivo

79,8
65,5

55,5
46,5

48,6
35,4

0,121

PTEN niicleo

Negativo
Positivo

72,9
67,1

55,3
44,8

44,0
34,9

0,321

TOTAL

69,8

50,0

37,5
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SOBREVIDA GLOBAL

idade
= 130-59 anos

= 160-69 anos
= 170-91 anos
0,87
N \_\—\_\;

1,07
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Log-Rank: p=0,037
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Figura 16 - Curva de Kaplan-Meier para idade em relagcdo a sobrevida global
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SOBREVIDA GLOBAL

Estatus do PTEN
1,07 por FISH

_I_L =1 Delegéo
=& 1 Diploidia

0,87

0,67

0,47

0,27
Log-Rank: p=0,044

0,07

T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
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Figura 17 - Curva de Kaplan-Meier do estatus do gene PTEN por FISH em relacdo a
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6 DISCUSSAO

Conhecer o comportamento clinico das doencas, principalmente a
tumorigénese das neoplasias, tornou-se de uns tempos até os dias atuais, um dos
objetivos primordiais para os pesquisadores, pois ao esclarecer ou tentar esclarecer a
fisiopatologia do cancer, teremos uma selecao de modalidades terapéuticas eficazes e
direcionadas aos agentes promotores do desequilibrio do ciclo celular, e, portanto,
melhores condutas terapéuticas e desenvolvimentos de marcadores que possa ser
capazes de detectar precocemente lesdes que poderiam passar despercebidas e
auxiliar no diagnéstico diferencial. Porém, ainda serdo necessarios anos de intensa
investigacao e estudos para um entendimento completo da patogénese molecular.

O nosso estudo foi composto predominantemente por tumores localizados no
rebordo alveolar inferior (35%) e menos comumente em gengiva superior (8%).
Estes dados estao de acordo com estudos anteriores que mostraram que a localizagao
mais comum de tumores na boca € labio e os da cavidade oral (mucosa bucal,
gengiva, palato duro, lingua parte oral e soalho da boca) (LEE et al. 2007; SUBA
2007; TOLMAN et al. 2007), sendo que o carcinoma epidermdide acomete com
maior frequéncia os tumores em gengiva/rebordo alveolar, seguido pelo carcinoma
verrucoso e adenocarcinoma; sendo o tumor nesta localidade muitas vezes
confundido com doencgas inflamatérias que afetam o periodonto por diversos
profissionais (SEOANE et al. 2006; KODUGANTI et al. 2012).

Em relacdo a idade dos pacientes do nosso estudo, observamos maior

frequéncia dos tumores de gengiva apds a 3* década de vida. Estes resultados sdo
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diferentes daqueles observados na literatura que mostram uma maior frequéncia de
tumores nesta localidade em individuos ap6s a 5* década de vida (LEE et al. 2007;
SUBA 2007; TOLMAN et al. 2007). Interessantemente, também observamos que ha
um predominio de tumores localizado em gengiva no grupo de pacientes mais
jovens, e em pacientes mais idosos a localizagao predominante foi o palato duro e
rebordo alveolar. Estes dados também ja foram demonstrados por SUBRAMANIAN
et al. (2009) em um estudo longitudinal realizado na India, envolvendo quase
200.000 pessoas, onde puderam observar que 95% dos casos de cancer bucal
detectados ocorreram em individuos que faziam uso de tabaco ou dlcool. Os autores
concluiram que uma melhor relagdo custo-beneficio dar-se-ia pelo rastreamento em
individuos de alto risco (que fazem uso de tabaco ou édlcool) a partir dos 35 anos. O
predominio de tumores em homens em relacdo as mulheres € comum em vdrios
tumores da cabega e pescoco e sistema respiratorio devido a associacio deste género
ao habito de fumar/beber (BARASCH et al. 1995). O nosso estudo encontrou um
total de 60,8% dos tumores analisados em homens, e 67,8% dos pacientes eram
fumantes, mas a maioria eram nao etilistas (61,7%).

Carcinoma epidermdide de gengiva tem progndstico relativamente pobre por
apresentarem como diagnoésticos diferenciais, periodontite e osteomielite fazendo
com que muitas vezes o diagnéstico chegue tarde demais. Em relacdo ao
estadiamento clinico observamos que a maioria dos nossos casos eram em estddio
avancado (agrupados em estadio III e IV), dado este concordante com a maioria das
publicacdes como SEOANE et al. (2006) que afirmam que os tumores de gengiva se
apresentam em estddio clinico avancado principalmente relacionados a ripida

infiltracdo Ossea. Este dado deve estar relacionado principalmente ao diagnéstico
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tardio destas neoplasias devido ao seu crescimento lento e assintomatico (CHOI et al.
2011).

Estudos anteriores mostram alguns resultados sugerindo que a gradagdo
histolégica (CEC I, II e III) € um fator preditivo significativo e independente para
linfonodos cervicais (KURITA et al. 2004; GONZALEZ-GARCIA et al. 2007). Em
nosso estudo a maioria dos pacientes apresentou tumores bem diferenciados (CEC I
—79,8%) e associagdo estatisticamente significativa para esvaziamento cervical nos
tumores localizados em gengiva e rebordo alveolar (p<0,001). O tratamento consiste
na cirurgia e radioterapia, todavia o controle local deve ser feito periodicamente
(YOROZU et al. 2001), devido a capacidade de infiltracdo. Os nossos resultados
estdo de acordo com o autor citado anteriormente apresentando uma porcentagem de
39,2 para a associagao do tratamento cirurgico e radioterdpico.

O desenvolvimento do cancer estd relacionado com o acimulo de alteracdes
genéticas, particularmente nos genes que regulam crescimento, diferenciacdo e morte
celular, em genes que promovem estabilidade, reparo do DNA e a imunidade celular
e humoral (SCHOELCH et al. 1999; COLETTA et al. 2002).

Diversos autores t€ém mostrado a participacdo da via do PI3K/Akt/mTOR em
conjunto com a via das MAP cinases no controle da proliferacdo de diversos tipos
celulares (MIRZA et al. 2004; CHAMBARD et al. 2007; CUI e ALMAZAN 2007).
A interacdo desta via com a da PI3K/Akt/mTOR para alguns autores parece ser um
fator determinante para a permissdo da progressao do ciclo celular (MIRZA et al.

2004; CHAMBARD et al. 2007).
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O gene PTEN ¢ silenciado em neoplasias malignas devido a mutacdes ou
delecdes, os quais levam a ativagcdo constitutiva do Akt e a regulacdo positiva do
mTOR (CANTLEY e NEEL 1999).

A via PI3K/Akt/mTOR esta super-ativada nos canceres tornando-a um bom
alvo terapéutico, ao contrdrio da via do p53 que se encontra desativada; por isso €
mais facil inibir uma ativa¢do do que recuperar uma fungdo perdida (HENNESSY et
al. 2005). Segundo CULLY et al. (2006), o cancer de mama demonstrou que a
reducdo da expressdo da proteina PTEN ou a ativacdo da proteina Akt, promovem
susceptibilidade a inibi¢do da via PI3K/Akt por inibidores do mTOR. Alteracao
funcional na via PI3K/Akt/mTOR e PTEN ¢ frequente em carcinoma de cavidade
oral, sendo que as terapias que objetivem como alvo a inibi¢ao destas vias podem ser
promissoras no tratamento desse tipo de cancer; por esse e outros estudos a respeito,
recentemente 0 mTOR passou a ser considerado como alvo molecular para
tratamento de diversos tipos de carcinoma, incluindo o cancer de cavidade oral.

Utilizamos neste estudo a imunoistoquimica para pesquisa de proteinas e o
FISH para a pesquisa do DNA.

De maneira geral observamos no nosso estudo que a expressao de todas as
proteinas da via PI3K/mTOR/PTEN estdo frequentemente expressas nos CEC da
cavidade oral. Em relacdo a localizacdo celular das proteinas estudadas, observamos
que a marcagdo da proteina PI3K foi observada somente no citoplasma na maioria
das células neoplasicas, sendo este padrdo observado homogeneamente nos tumores
das diversas localizacOes. A expressdo da proteina p-mTOR foi observada no
citoplasma, membrana e nucleo das células sendo observado o padrdo de marcagdao

predominante a positividade no citoplasma. Para este marcador, observamos que a
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marcacdo na membrana celular foi mais frequente nos tumores localizados na
gengiva e rebordo alveolar, enquanto que a marcagdo nuclear foi predominante
encontrada nos tumores localizados no palato duro. Embora estes achados nao
tenham mostrado associagdes estatisticamente significativas (respectivamente
p=0,949, 0,485, 0,075 e 0,164). Estes dados ja foram descritos por LOPICCOLO et
al. (2008), MURAYAMA et al. (2009) e YU et al. (2009) em tumores géstricos.

A expressdo da proteina p-MAPK foi observada no citoplasma e nicleo das
células tumorais € ndo mostraram associagdes estatisticamente significativas em
relac@o a expressao deste marcador e a localiza¢do tumoral.

Os tumores estudados também foram frequentemente positivos para PTEN
tanto no nucleo quanto no citoplasma, mas também ndo mostraram associacgoes
estatisticamente significativas em relacdo a localizacdo tumoral. Segundo
SQUARIZE et al. (2002), a expressao imunoistoquimica do PTEN est4 relacionada a
tumores de baixo grau de malignidade em carcinomas de cavidade oral, enquanto sua
auséncia relacionada com tumores de cavidade oral de alto grau de malignidade.
Durante muito tempo o PTEN era considerado uma proteina exclusiva da regido
citoplasmadtica; todavia, alguns estudos dizem que o PTEN pode se localizar tanto em
citoplasma quanto nucleo, sendo principal localizagdo em células normais na regidao
nuclear (GERICKE et al. 2006; LI et al. 2006).

Os ensaios de imunofluorescéncia tém como objetivo identificar ganhos ou
delecdes da proteina PTEN. A proteina PTEN como supressor tumoral se encontra
frequentemente alterado em diversos tumores, além de estar subregulado em
carcinomas da cavidade oral. Observamos dele¢do do PTEN (razdo PTEN/Cromos10

< 1) em 33 (39,3%) casos, sendo observada uma frequéncia discretamente maior nos
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tumores de palato duro, porém esta diferenca nao foi estatisticamente significativa
(p= 0,728). Alguns autores relatam que a perda da expressio do PTEN ndo ¢
incomum, podendo ser um bom marcador de prognéstico (LEE et al. 2001;
SQUARIZE et al. 2002), assim como na pesquisa de PEDRERO et al. (2005) que
observaram que a ativagdo do oncogene Akt foi uma consequéncia da perda da
expressao do PTEN.

Nao foram encontradas associagdes estatisticamente significativas entre a
expressdo de todas as proteinas estudadas da via PI3K/mTOR/PTEN e varidveis
clinicas e histopatolégicas como sexo, idade, tabagismo, etilismo, histologia do
tumor primadrio e estadio, talvez devido ao fato da casuistica ser antiga e/ou pequena
e faltar dados nos prontudrios; todavia, esperava-se encontrar diferenca em relacio a
variavel tabagismo pelo fato de fumar estar associado a alteracdes celulares.

Em relacdo as taxas de sobrevida livre de doenga, encontramos associagdes
significativas na expressdo imunoistoquimica de mTOR nuclear e a dele¢do do gene
PTEN pelo FISH (respectivamente, p=0,037 e p=0,011). Pacientes com marca¢dao
nuclear de p-mTOR nucleo tiveram taxas de sobrevida livre de doenga mais altas
quando comparadas as dos pacientes negativos para este padrdo neste marcador.
Pacientes com delecdo de PTEN tiveram probabilidades de sobrevida livre de
doencas maiores do que as dos pacientes diploides para PTEN. Estes dados sdo
inéditos na literatura e acreditamos que novos estudos com uma maior casuistica
serdo necessarios para a validacdo destes achados.

Pacientes com idade igual ou superior a 70 anos apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quanto a sobrevida global corroborando com diversos

autores (SEOANE et al. 2006; LEE et al. 2007; BINAHMED et al. 2008).
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Nosso estudo demonstrou que as proteinas PI3K/AKT/mTOR, MAPK e
PTEN apresentaram-se freqiientemente expressas nos CEC da cavidade oral.
Contudo, novos estudos devem ser realizados para confirmagio e estabelecimento

destes potenciais marcadores.
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CONCLUSOES

Os carcinomas epiderméides avaliados localizam-se predominantemente no
rebordo alveolar inferior, seguidos do palato duro, gengiva inferior, rebordo
alveolar superior e gengiva superior. Ocorrem predominantemente em
homens, sendo as localizagdes mais frequentes neste género a gengiva e
palato duro. A localizacdo mais comum nos pacientes de faixa etdria mais
jovem € a gengiva e nos pacientes idosos o palato duro e rebordo alveolar. O
grau histolégico mais frequente é o bem diferenciado (Grau I). Os tumores de

palato duro estdo associados ao tabagismo;

Por imunoistoquimica observamos positividade das proteinas PI3K, p-mTOR,
p-MAPK, p-Akt e PTEN no citoplasma na maioria dos casos (92,4%, 88,2%,
88,3%, 94,2% e 75% respectivamente). Positividade nuclear foi observada
para as proteinas p-mTOR, PTEN, p-Akt e p-MAPK (42,9%, 72%, 64,2 % e
58,2% respectivamente). A expressdo na membrana celular foi encontrada

somente para a proteina p-mTOR em 44,5% dos casos;

A delecao de PTEN por FISH ¢é frequente nos CEC da boca (39%) sendo os
tumores de palato duro mais frequentemente deletados. A probabilidade de
sobrevida livre de doenga € aparentemente maior nos pacientes com delecao

de PTEN em relagao aos pacientes dipldides para esse gene;
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Nao ha diferencas estatisticamente significativas entre os dados obtidos por
imunoistoquimica ¢ FISH com a maioria das caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas dos carcinomas epidermdides de boca (gengiva, rebordo
alveolar e palato duro). Correlagdo estatisticamente significante foi
encontrada somente entre a expressdo citoplasmatica da proteina PI3K e

etilismo e a expressao de p-MAPK e CEC estadios Il e IV;

A marcacao nuclear do p-mTOR correlacionou-se aumento na sobrevida livre

de doencga, podendo ser considerado um possivel fator molecular preditivo;

A idade dos pacientes € um fator importante para a sobrevida global, pois

quanto maior idade menor € a sobrevida global acumulada.
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Anexo 1 - Ficha utilizada para a coleta de dados clinicos e microscépicos relativos

ao pacientes com carcinoma epidermoéide de gengiva, rebordo alveolar e palato duro

I- Identificacdo e dados demograficos

1. INUIMETO 1O ESTUAOD. ...ttt ee et e e e e e et a et et et e teteeeeaeeseeeseesesssessssssssssssasaaeens N |
2. Registro HOSPItalar..........ccoeiieririiieiieiieciecieeseeeeeee e e N (Y | |
3. 1AAAE (AN0S)....ueiieeiiii ettt ettt et e et e et e et ae e et e e e e tb e e e ta e e e abaeeentaeeetteeetbeeeanreeenraeas [
4. Sexo 1-masculino  2-fEMININO........cocuiriiriiiiiiieieriree ettt o

II- Historia Clinica
5. Tempo de histéria: meses (999 se desconhecido)
6. Tabagismo: 0-ndo 1-sim 9-n30 h4 informacao.......c.ccceerveiiiriieciiieceeeee |

7. Etilismo:  0-ndo  1-sim 9-nd0 ha INfOrmMagA0......ueevereirieieeiie e |

III- Loco-regional

8. Local do tumor: 1-gengiva superior 2-gengiva inferior 3-palato duro 4-rebordo alveolar inferior

5-1ebordo alVeolar SUPEIIOL.......coeevuiriiriiiiieiieteet ettt ettt ettt s sre et |

9.Estadio T:  1-T1 2-T2 3-T3 4-T4  O-TXeeoeoioeiieiiieieieecteeee e |

10. Estadio N: 0-NO 1-N1 2-N2a 3-N2b 4-N2c 5-N3 9-NX .ccocvvivvnicinirennens |

11. Estddio M: 0-MO I-M1..ccoioiiiiiiiiiiiiicce ettt e |
12. Data do iniCio dO tratamentO.........ceeeviereeeirieiiieeieeseeereereesireesteeseveereesseeesseeseseenseanens /)
13. Sequéncia de tratamento 0-ndo 1-cirurgia 2-RXT 3-QT....ccooiviininieniniiicnnene, |

14. Data da cirurgia: 999-n80 realizado.........cccevoeeiiiriieriieieceeece e /)
15, MandibDULECOIMIA: .....oeciiiiiieiiiieieeeeie ettt et e et e e e et e e etae e e aaeeeeabeeeenaeeeesabeeeensesenesseeennns |
0-ndo 1-marginal 2-sagital  3-seccional 4-hemimandibulectomia

5-mandibulectomia subtotal/total

16. Palatectomia: 0-ndo  I-palatectomia 2- maxilectomia maior......... |

17. ESVAZIAMENLO CETVICAL: ...cuvviiiiiiiieiiiii ettt e ettt et e et e e tae e s e aaeeeeaseeeeatseenasneeeereeans |
0-ndo 1-SOH 2-radical/radical modificado 3-Radical/Radical modificado+SOH contralateral
4-SOH bilateral 5-Radical bilateral 6-Outro unilateral 7-Outro bilateral

18, RECOMNSIIUGAD: ..vieuiiieiieiiieiieeiiieeiteeteeiteste et e st e e ttesebeesbeessbeesseesseesseesnbeensseenseesbaeenseessennsaenseesnses |
0-ndo 1-placa 2-placa+miocutdnea  3- peitoral maior

4-crista ilfaca micro 5-fibula micro 6-outro

19. Margens 6sseas: 0-ndo 1-Livres 2-Exiguas 3-Comprometidas........cc.cocevvererereenuennnne. |

20. Partes moles: 0-ndo 1-Livres 2-Exiguas 3-Comprometidas.......c..ccocceveerenvenuennnene |



IV- Anatomopatologico da peca da cirurgia inicial

21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

30.
31.
32.
33.
34.
3s.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

42
43.
44.
45.

NUMETO QO APttt e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e s et aaaaeeaeareeaeaeeeas N | [
Histologia do tumor primdrio: 1-CECI 2-CECII 3-CECIII.......ccccccceeviiienenns |
Embolizacdo ou invasdo vascular sanguinea  0-ndo observado  1-Sim........ccccceveerueennen. |
Embolizacdo ou invasdo vascular linfatica 0-ndo observado  1-SimM..........c.cccevveeneee. |
Invasao perineural 0-ndo observado  1-SiM.......ccceeeveveeenerenennns |
Espessura da lesdo (mm) (999) i@n01ado.........coceevverierieninienieiineeieeeenenee e ||
Data do inicio da RXT: ...oooiiiiiiieeeeeeeee ettt e esaeens (A VA
Dose radioterapia........cevveereerniiirieeniee et
Comprometimento linfonodal:
a)  TOtal dISSECAUO.....cuviiieeiiiiciiieeiee ettt ettt e e et ae et e e etbe e e tr e s e tteeeareeas | |
b) NUMEro COMPIromMELIAO......ccuiruieriiriiiinieeite ettt ettt ettt et e st e saeesaeeens | |
c) Ruptura capsular 0-N- 1-N+ RC- 2-N4 RCr..c.oeooiiriiiiniiiiiiinienenieneeceeeen |
d) Niveis afetados 0-nd 1-ipsilateral 2-1 3-11 4-111 5-1IV 6-V......... |
Ca Espinocelular — Pérolas Cérneas:  0-Ausente  1-Presente..........cocceeeveeveenieenennnnne |
Ca Espinocelular — Disqueratose: 0-Ausente  1-Presente...........cccccevecieniencnnnnee. |
Ca Espinocelular — Pontes intercelulares: ~ 0-Ausente  1-Presente.......c..ccccceveevevcennenne. |
Ca Espinocelular — Figuras de Mitoses: ~ 0-Ausente  1-Presente..........cccccocceeueeennene. |
Ca Espinocelular — Hipercromatismo: 0-Ausente  1-Presente...........cccceceeeueeuennene |
Ca Espinocelular — Pleomorfismo: 0-Ausente  1-Presente.........ccccccevveeeunnrennnen. |
Padrao Erosivo 0-Ausente  1-Presente.........ccccceevveeeerreennnen. |
Padrao Invasivo 0-Ausente  1-Presente........ccccceeeuveeeenneennen. |
Atividade Osteoclastica 0 1 2 TSR |
Formagio Ossea Subperiostal 0 1 2 B s |
IM ao anticorpo /mm?*
IM ao anticorpo /mm?*
Evolucao
Recidiva/Metastase  0-ndo 1-local 2-linfonodo  3-distancia.............cc......... |
Data da primeira metastase ou reCidiVa: ........eoceeveeierirrieneenenienereeseeeeee e [ A
Data da Gltima infOrmagao: ........cocceeriieriiniiniieeie ettt /)
Situacfo da Gltima INfOIMAGCAO: ....cecviririierieiiieeie ettt ettt et et e e aaesbeeaeesbeesbaesnseesene |
1-Vivo sem doenca 2-Vivo com doenga 3-Morto pela doenca

4-Morto durante o tratamento  5-Morto por outra causa 6-Perdido de vista



Anexo 2 - Protocolo da técnica de Imunoistoquimica

13-
14-
15-
16-

Desparafinizacdo e hidrata¢do dos cortes histoldgicos: 3 banhos em Xilol (5
minutos cada), 4 banhos de dlcool, lavagem por 5 minutos em dgua corrente;
Recuperacdo antigénica na Pascal (Camara de Pressdo) em solucdo Citrato
pH 6,0 a 125° C (30 segundos apds atingir 125°C e pressao entre 20 e 25 psi).
Lavagem em dgua corrente por 5 minutos;

Bloqueio da peroxidase enddgena: 3 banhos de 5 minutos cada com Perdxido
de Hidrogéniol0 volumes;

Lavagem em PBS;

Bloqueio de proteinas: 20 minutos com Bloqueador de Proteinas (DAKO);
Incubagdo dos anticorpos primdrios, anti- pmTOR (Cell Signaling - clone
49F9), anti- PTEN (DAKO, clone 6H2.1), anti- pAKt (Cell Signaling - clone
587F11), anti- PI3K (Abcam, policlonal), anti- MAPK (Cell Signaling —
clone D13.14.45) por 2 horas a temperatura ambiente em camara imida;
Lavagem em PBS;

Incubacdo com anticorpo secundario (Advance HRP Link - DAKO) por 30
minutos (Ta);

Lavagem em PBS;

Incubac¢do com Polimero (Advance HRP enzyme - DAKO) por 30 minutos
(Ta);

Lavagem em PBS;

Revelagdo da reacdo com cromégeno diaminobenzidine (DAB) 5 minutos
(Kit Liquid DAB+ Substrate Chromogen System; DakoCytomation,
Carpinteria, California);

Lavagem em 4gua corrente;

Contra coloracao com Hematoxilina de Harris por 2 minutos;

Lavagem em dgua corrente por 5 minutos;

Desidratacdo em dalcool, Xilol, montagem em meio permanente.



Anexo 3 - Protocolo da técnica de FISH

1- Desparafinizacdo em Xilol -3 banhos de 10 minutos cada;

2- Passagens em élcool — 3 banhos de 5 minutos cada;

3- Passagem em agua destilada - 3 banhos de 2 minutos cada;

4- Banho em solucao 0.2N HCI — por 20 minutos a temperatura ambiente;

5- Pré-tratamento em Citrato pH 6,0 - 80° C em Banho-maria por 1hora;

6- Digestdo enzimdtica com pepsina (pronta pra uso) por 8 minutos a

temperatura ambiente;

7- Lavagem em solugdo de 2 X SSC por 2 minutos a temperatura ambiente;
8- Desidratagdao em dlcool, 75%, 80%, 100% por 2 minutos cada;
9- Secagem das laminas ao ar;

10-  Aplicagdo da sonda LSI PTEN SpectrumOrange/ CEP10 SpectrumGreen
(LSI® PTEN/CEP 10 Dual Color Probe, Vysis) 10ul e incubagdo no
Hibridizador para Denaturagao e Hibridizac¢do por 10 horas;

11- Pré-aquecer solucao de UREA/0,1 x SSC em banho-maria a 45°C ;

12-  Mergulhar as laminas em solucdo de UREA/ 0,1 x SSC - 45°C por 30
minutos;

13- Lavar em solucio 2xSSC por 2 minutos a temperatura ambiente;

14- Desidratagdao em dlcool 75%, 80% e 100% por 2 minutos cada;

15-  Secagem das laminas ao ar;

16-  Aplicar 15u1 DAPI, montar com laminula.



